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"Soy demasiado escéptico como para negar la posibilidad de nada." 
    Thomas Henry Huxley 
 
 
 
Proyecto de tesis 
 
1. PROYECTO DE TESIS 
Una tesis doctoral es un largo viaje intelectual en el que se conoce, en 
un principio, su punto de partida, pero no es posible saber con certeza a dónde 
nos llevará. 
Mi tesis inicialmente se dirigió hacia la caracterización de productos 
lácteos mediante el análisis multielemental por espectrometría de masas con 
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), una técnica que aparentemente 
hace realidad los sueños de cualquier químico analítico: ofrece un análisis 
multielemental (hasta 83 elementos en pocos minutos con el software que 
incorporan los equipos Elan Total Quant®) con rapidez y sensibilidad 
excelentes. Pero también presenta, como todo, sus inconvenientes, su lado 
menos amable que reside en las constantes y prolongadas averías. 
Los problemas técnicos con el equipo de ICP-MS me obligaron y a su 
vez, me dieron la oportunidad  de replantear mi investigación hacia nuevas 
vías: hacia el desarrollo de métodos de análisis dentro del marco del control de 
calidad de los alimentos y a partir del empleo de la fluorescencia atómica. Es 
entonces cuando descubrí que no es necesario el empleo del análisis 
multielemental para los análisis de rutina o “monitoring”. De hecho, las 
diversas normativas sobre control de contaminantes en alimentos, que iremos 
viendo a lo largo del texto,  se reducen al control de algunos metales 
(fundamentalmente Hg y As). En este sentido resulta mucho más provechoso el 
empleo de técnicas de bajo coste, aunque se centren en pocos elementos. 
La concentración a niveles de trazas de los analitos requería una técnica 
con unos límites de detección extraordinariamente bajos, sensible y a su vez 
muy selectiva. Aprovechando la adquisición de unos nuevos equipos de 
fluorescencia atómica (AFS), uno con generación de hidruros y otro con vapor 
frío, me propuse explorar todas las posibilidades que podía ofrecer esta nueva 
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técnica, centrándome en dos grupos de alimentos: productos lácteos y 
productos de la pesca, y profundizando en las posibilidades de la especiación 
no cromatográfica que ofrece la técnica de AFS, debido a la existencia de una 
etapa de derivatización previa a la medida que puede discriminar diferentes 
formas químicas de un mismo elemento. 
 
Finalmente quisiera indicar que se ha optado por la presentación de la 
tesis en formato por compendio de publicaciones porque los resultados más 
relevantes ya han sido publicados en revistas científicas, para evitar de este 
modo la repetición, y conseguir una mayor claridad y sencillez en la exposición 
de los resultados. Si bien este formato tiene como posible inconveniente que se 
centra en los resultados positivos, he intentado subsanarlo puntualizando las 
limitaciones y completando los estudios con breves comentarios sobre las 
limitaciones de los métodos en el resumen de los resultados. 
 
 2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Introducción 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“No necesito conocer la respuesta. No siento miedo de no saber cosas, de estar perdido en un 
universo misterioso sin propósito alguno, que es la forma como veo las cosas hasta el momento.”  
    Richard Feynman  
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2. INTRODUCCIÓN  
La Memoria que tiene en sus manos se enmarca dentro de los proyectos 
titulados “Mejoras instrumentales de fluorescencia atómica como técnica de 
análisis de trazas y especiación”  y “Desarrollo de estrategias rápidas de 
especiación en alimentos (DEREA)”, llevados a cabo en el departamento de 
Química Analítica de la Universidad de Valencia, cuyo objetivo principal es la 
puesta a punto de procedimientos para la determinación mineral total y la 
especiación de metales en alimentos de distinta naturaleza. 
Vivimos en un mundo en continuo desarrollo, en el cual el auge de la 
industria química ha permitido mejorar de forma espectacular la calidad de vida 
de sus habitantes, pero también las actividades  humanas están produciendo un 
cambio en los niveles “naturales” de los distintos componentes de la corteza 
terrestre, entre los que se encuentran los metales pesados. Afortunadamente 
estos contaminantes normalmente no son absorbidos por inhalación ni por 
contacto con la piel y la principal fuente potencial de contaminación la suponen 
los alimentos que ingerimos. Por tanto, hay que ser consciente de que los 
alimentos suponen una fuente de nutrientes, pero también de contaminantes.  
Dentro del marco del control de calidad de los alimentos nos hemos 
centrado en el análisis de la leche, por ser un alimento fundamental en 
nutrición y en productos de la pesca cuyo contenido en As y Hg puede ser 
potencialmente alto, utilizando dos técnicas atómicas: la espectrometría de 
masas con plasma de acoplamiento inductivo y la fluorescencia atómica. 
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2.1. Hábitos alimentarios en España 
La dieta media de los españoles responde a lo que viene 
considerándose “dieta mediterránea”, sinónimo de dieta prudente y saludable si 
se tienen en cuenta los estudios epidemiológicos más recientes sobre la relación 
dieta-salud y considerando además la expectativa de vida de la población 
española, una de las más altas del mundo. 
El aspecto más positivo de la dieta media de los españoles es el gran 
número y variedad de alimentos que forman parte de nuestros hábitos 
alimentarios. Ésta es la mejor garantía de equilibrio nutricional y de reducción 
de los riesgos de intoxicación crónica. 
Algunos de los alimentos que se consumen en mayor cantidad se 
relacionan, en orden decreciente, en la Tabla 2.1.  
Tabla 2.1. Consumo medio de alimentos en España (g/día)  (Varela et al., 
1995). 
1. Leche 330 21. Arroz 22 
2. Pan 194 22. Yogur 20 
3. Patatas 145 23. Sandía 20 
4. Naranjas 83 24. Melocotón 20 
5. Refrescos 81 25. Aceite de girasol 17 
6. Vino 69 26. Cebolla 17 
7. Pollo 58 27. Harina 16 
8. Tomates 46 28. Zumos 16 
9. Manzana 42 29. Uvas 15 
10. Cerveza 38 30. Mandarinas 15 
11. Huevos 35 31. Galletas 14 
12. Aceite de oliva 33 32. Judías verdes 13 
13. Carne de vacuno 32 33. Bollos 13 
14. Azúcar 28 34. Cordero 13 
15. Plátanos 26 35. Pimientos 11 
16. Carne de cerdo 26 36. Pasta 10 
17. Melón 24 37. Zanahorias 10 
18. Pera 24 38. Garbanzos 8 
19. Merluza 24 39. Jamón York 7 
20. Lechuga 23 
  
40. Chorizo 7 
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Existe un alto consumo de leche, verduras, frutas, cereales y 
leguminosas (en conjunto más de la mitad de la dieta), aspecto 
extraordinariamente positivo y que nos hace ser "envidiados" por otros países 
europeos en los que los organismos competentes recomiendan consumir al 
menos 400-500 g diarios de estos alimentos por su aporte de hidratos de 
carbono, fibra, minerales, vitaminas, con propiedades antioxidantes, y otros 
componentes no nutritivos que son especialmente beneficiosos en la prevención 
de algunas enfermedades degenerativas. Se caracteriza también por un 
consumo moderado de carnes y, dependiendo de la zona geográfica, de 
pescado y aceite de oliva, y por una ingesta de alcohol principalmente en forma 
de vino. 
 
2.2. La leche 
 
La leche se puede considerar el alimento más cercano al ideal, que 
aporta todos los nutrientes necesarios durante las primeras etapas de vida del 
ser humano, por ello el conocimiento de la concentración mineral de este 
alimento es de un gran interés nutricional. 
El contenido de minerales en la leche depende de un gran número de 
factores como el periodo de lactancia, la alimentación de la madre, el clima, la 
estación del año, la contaminación del suelo o ambiental y, en el caso de la 
leche comercializada, el origen de la misma, las diversas etapas del proceso 
industrial, tratamiento y envasado de la leche. 
A su vez, el almacenamiento y procesado de la leche provoca cambios 
en su composición mineral y vitamínica. Si se expone la leche al sol durante 
varias horas  puede perder hasta un 70% de la riboflavina (vitamina B2) y la 
totalidad de la vitamina C. También pueden producirse pérdidas graduales de 
cianocobalamina (vitamina B12) en la leche UHT o esterilizada, aunque esté 
bien envasada debido a reacciones con pequeñas cantidades de oxígeno en el 
envase, además se puede producir una migración de metales desde los 
recipientes en que se almacenan o la maquinaria empleada en su tratamiento. 
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En el proceso de desnatado de la leche, se retira la grasa láctea y al 
mismo tiempo se extraen las vitaminas liposolubles (A, D, K y E) pero no las 
proteínas ni el resto de los nutrientes hidrosolubles, como el calcio. En relación 
con las proteínas, la leche desnatada no tiene un contenido proteico inferior a 
la entera, sino todo lo contrario, su aporte de proteínas es de unos 3.4 g/100 g 
de leche frente a los 3.2 g/100 g que aporta la leche entera. La razón de la 
diferencia estriba en el hecho de que al quitar la grasa a la leche entera, el 
resto de los componentes quedan más concentrados. 
 
2.2.1. Composición de la leche 
 
Se ha estudiado ampliamente la composición proteica, lipídica  y  los 
elementos mayoritarios de la leche de vaca. La Tabla 2.2. recopila algunas 
características y contenidos típicos de leche de vaca entera. 
Sin embargo, el contenido de elementos traza es mucho menos 
predecible y varía dentro de un amplio intervalo de concentraciones. En la 
bibliografía hay numerosos estudios sobre la composición de la leche, 
fundamentalmente de la leche humana. Los intervalos de concentración 
“normales” en leche humana oscilan, según un estudio interlaboratorio (Caroli 
et al., 1994) para cada uno de los siguientes elementos entre (concentraciones 
indicadas entre paréntesis): Al (3.9-250 µg l-1), As (0.2-36 µg l-1), Cd (0.7-4.6 µg 
l-1), Co (0.15-3 µg l-1), Cr (0.4-5.1 µg l-1), Cu (180-751 µg l-1), Fe (202-1710 µg 
l-1), Hg (0.2-13 µg l-1), Mn (3-40 µg l-1), Mo (0.3-19.5 µg l-1), Ni (1.5-39 µg l-1), 
Pb (2-30 µg l-1), Sb (1-4 µg l-1), Sr (15-117 µg l-1) y Zn (0.7-4 mg l-1). 
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Tabla 2.2. Características físico-químicas de la leche de vaca (Mc Cance, 1993; 
Kielwein, 1994). 
% Agua 87.4 
% Proteínas 3.2 
% Grasas 3.9 
% Azúcares 4.8 
Densidad (g ml-1) 1.028-1.036 
pH 6.6-6.8 
K (mg kg-1) 1150 
Ca (mg kg-1) 1400 
Na (mg kg-1) 110 
Mg (mg kg-1) 530 
P (mg kg-1) 920 
Vit A (mg l-1) 0.25-0.34 
Vit B2 (mg l-1) 1.8 
Vit B6 (mg l-1) 0.46 
Vit B12 (µg l-1) 4.2 
Vit C (mg l-1) 17 
Vit D (µg l-1) 1.4 
Vit E (mg l-1) 0.9 
Ácido fólico (mg l-1) 0.32 
Ácido pantoténico (mg l-1) 3 
 
La primera parte de esta tesis se centra en la determinación de la 
composición elemental de muestras de leche comercial; posteriormente se 
profundiza en el análisis de ciertos elementos, cuya característica común es que 
forman productos volátiles susceptibles de ser analizados por AFS, como  As, Sb, 
Se, Te,  Bi y Hg.  
En la Tabla 2.3. se resumen los contenidos en leche de distintos 
elementos analizados de forma multielemental recogidos en la bibliografía. 
 7
Introducción 
Como se puede apreciar, los estudios más completos, que incluyen un mayor 
número de elementos, siempre se centran en leche humana (Caroli et al., 
1994; Krachler et al., 2000; Prohaska et al., 2000; Krachler et al., 1998; Coni 
et al., 2000; Wappelhorst  et al., 2002). El estudio más completo sobre 
elementos traza en leche de vaca se limita a 7 elementos (Nóbrega et al.,  
1997). Por lo tanto,  se hace patente la necesidad de realizar un estudio mucho 
más extenso sobre la composición elemental de este tipo de alimento 
aprovechando las posibilidades ofrecidas por una técnica como es el  ICP-MS. 
 8
Introducción 
Tabla 2.3.Contenidos de diversos elementos en leche humana y leche de vaca 
recogidos en la bibliografía. Unidades en µg l-1, salvo que se indique otra 
unidad; ∗µg kg-1; ** mg kg-1; # mg l-1. 
Tipo de leche:  v(leche de vaca); h (leche humana); f (fórmula infantil); s (suero). 
 
Ref. Tipo  Ag Al Au Ba Be Cd 
Rodríguez et al., 
2001  
v       
Hua et al., 2000 f       
Caroli et al., 1994 h  39-250    0.7-4,6 
Martín Hernández  
et al., 1992 
v       
Rivero Martino   
et al., 2000 
v (s)       
  h (s)       
Nóbrega et al., 1997 v    57.9±2,5   
Tripathi et al., 1999 v      0.07 
  h      0,09 
Demirozu  
et al., 2000 
v      1.82± 
0.01 
Krachler y Rossipal,  2000 f    38-66* 0.05-0.4* 1.1-1.6* 
Negretti de  
Brattter et al., 1995a 
h       
Prohaska  
et al., 2000 
f <0.13-42* <10-380* 0.1-2.1*    
Simsek et al., 2000 v       
Rodríguez  
et al., 1999 
v       
  h       
Krachler 
et al., 1998 
h    0.9-47 <0.05-0.9 <0.18-5.0 
Coni et al., 2000 h    17±5  0.8±0.2 
Bocca et al., 2000 h       
Rivero 
Martino et al., 2001 
h       
  v       
Mottaleb et al., 2001 v       
Inam y Somer, 
2000 
v       
Aleixo y Nóbrega, 
2003 
v       
Emmet, 1988 v  0.03± 
0.01** 
    
Wappelhorst 
et al., 2002 
h 0.14-1.62      
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Tabla 2.3. (Continúa) 
Ref. Tipo  Co Cr Cs Cu  Fe  Ga La 
Rodríguez et al., 
2001  
v    30-160 0.19-1.00 #   
Hua et al., 2000 f    1.78-4.9** 24-80.9**   
Caroli et al., 1994 h 0.15-
3 
0.4-5.1  180-751 202-1710   
Martín 
Hernández  
et al., 1992 
v    0.095±0.07*
* 
0.29±0.112*
* 
  
Rivero Martino   
et al., 2000 
  
v (s) 
h (s) 
   9.4±0.9 
118±8 
62±3 
250±8 
  
Nóbrega et al., 
1997 
v        
Tripathi et al., 
1999 
  
v 
h 
   43.2 
195 
   
Demirozu  
et al., 2000 
v        
Krachler y 
Rossipal,  2000 
f 3.5-
8.1* 
 0.3-
6.1* 
238-642*   0.3-
2.8* 
Negretti de  
Brattter et al., 
1995a 
h     0.402-1.055 #   
Prohaska  
et al., 2000 
f <0.0
7-
1.5* 
<0.8-
163* 
 90-1400* 110-1570*   
Simsek et al., 2000 v    390-960* 1.01-4.27**   
Rodríguez  
et al., 1999 
  
v 
h 
   0.076±0.032
** 
0.329±0.140
** 
0.515±0.178
** 
0.465±0.191
** 
  
Krachler 
et al., 1998 
h 0.7-
9.1 
 1.7-7.7 62-1210   <0.0
5-3.7 
Coni et al., 2000 h    552±67    
Bocca et al., 2000 h    370±30 0.65±0.04 #   
Rivero 
Martino et al., 
2001 
  
h 
v 
   180±7 
8.2±1.3 
201±17 
71±6 
  
Mottaleb et al., 
2001 
v    60 1.71 #   
Inam y Somer, 
2000 
v        
Aleixo y 
Nóbrega, 
2003 
v     0.61-1.17 #   
Emmet, 1988 v  0.03±0.0
2** 
  1.4±0.6**   
Wappelhorst 
et al., 2002 
h 0.42-
2.46 
3.1-19.4    0.16-
0.81 
0.04-
0.13 
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Tabla 2.3. (Continúa) 
Ref. Tipo  Li Mn  Mo Nb Ni Pb Pt 
Rodríguez et al., 
2001  
v        
Hua et al., 2000 f  0.72-4.11**      
Caroli et al., 
1994 
h  3 - 40 0.3-19.5  1.5-39 2.0-30  
Martín 
Hernández  
et al., 1992 
v  0.037±0.019
** 
     
Rivero Martino   
et al., 2000 
  
v (s) 
h (s) 
 21±1 
6.1±0.4 
     
Nóbrega et al., 
1997 
v  23.4±1.5 36.7±1.5     
Tripathi et al., 
1999 
  
v 
h 
     1.7 
1.9 
 
Demirozu  
et al., 2000 
v      12.07± 
0.06 
 
Krachler y 
Rossipal,  2000 
f 3.1-3.8* 57.1-354* 9.5-19*     
Negretti de  
Brattter et al., 
1995a 
h        
Prohaska  
et al., 2000 
f  1.8-25*   <0.13-
6.4* 
 <0.01-
0.04* 
Simsek et al., 
2000 
v      18-49*  
Rodríguez  
et al., 1999 
  
v 
h 
       
Krachler 
et al., 1998 
h <0.08-
1.3 
1.3-22 <0.50-27   <0.12-
9.9 
 
Coni et al., 2000 h 1±0.4 16±4 8±3   13±6  
Bocca et al., 
2000 
h  0.03±0.002 
# 
     
Rivero 
Martino et al., 
2001 
  
h 
v 
 8.0±0.7 
7.5±0.6 
     
Mottaleb et al., 
2001 
v  0.05 #      
Inam y Somer, 
2000 
v      22.1-
59.2 
 
Aleixo y 
Nóbrega, 
2003 
v        
Emmet, 1988 v  0.03±0.01**      
Wappelhorst 
et al., 2002 
h   0.27-1.62 0.0
3-
0.0
7 
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Tabla 2.3. (Continúa) 
Ref. Tipo  Rb Sn Sr Ti Tl  V Zn  
Rodríguez et al., 
2001  
v       2.3-6.6# 
Hua et al., 2000 f       13.8-44.9** 
Caroli et al., 
1994 
h  1    0.1-0.3 0.7-4.0# 
Martín 
Hernández  
et al., 1992 
v       3.419±0.610** 
Rivero Martino   
et al., 2000 
  
v (s) 
h (s) 
  284±14 
77±5 
   1.33±0.09# 
1.23±0.08# 
Nóbrega et al., 
1997 
v 1.46± 
0.01 # 
 315.8±6.
5 
   4.85±0.41# 
Tripathi et al., 
1999 
  
v 
h 
      3.177# 
1.772# 
Demirozu  
et al., 2000 
v         
Krachler y 
Rossipal,  2000 
f 99-205* 4.2-
11.6* 
  0.08-
0.18* 
 4.58-5.69** 
Negretti de  
Brattter et al., 
1995a 
h       2.44-5.19# 
Prohaska  
et al., 2000 
f    <2.7-
114* 
 <0.07-
3.7* 
  
Simsek et al., 
2000 
v       3.77-5.01** 
Rodríguez  
et al., 1999 
  
v 
h 
      4.41±0.67** 
2.1±1.1** 
Krachler 
et al., 1998 
h 440- 
1620 * 
 15-117  <0.08-
0.5 
 0.11-13.16** 
Coni et al., 2000 h   85±27 0.09±0
.02 
  3.080±0.508# 
Bocca et al., 
2000 
h       2.72±0.07# 
Rivero 
Martino et al., 
2001 
  
h 
v 
  60±5 
171±8 
   1.7±0.2# 
0.93±0.11# 
Mottaleb et al., 
2001 
v         
Inam y Somer, 
2000 
v         
Aleixo y 
Nóbrega, 
2003 
v         
Emmet, 1988 v       1.9±0.3 # 
Wappelhorst 
et al., 2002 
h    170-530     
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Además, se ha realizado un estudio detallado sobre los antecedentes 
acerca de la determinación de As, Sb, Se, Te y Bi en leche y los datos 
preexistentes se detallan en la Tabla 2.4., de la que se deduce la escasez de 
datos sobre Bi y Sb, y los niveles extraordinariamente bajos de estos elementos 
que requieren el empleo de técnicas muy sensibles para poder establecer las 
concentraciones con seguridad. 
 
Tabla 2.4. Contenidos de As, Sb, Se, Bi y Hg recogidos en la bibliografía en 
leche humana, leche de vaca y fórmulas infantiles. 
 
Ref. Elemento Tipo de leche Valor medio o  
intervalo de contenidos 
Gillain y Rutagengwa, 
1985 
Bi 
Sb 
Bovina 0.05 µg g-1 
0.15-1.4 µg g-1
Krachler  et al., 1998 Bi 
Sb 
Humana 0.09-2.0 µg kg-1 
0.36-3.9 µg kg-1
Coni et al., 2000 Bi Humana 0.09-20 ng ml-1
Wappelhorst et al., 2002 Sb Humana 0.06-0.57 µg l-1
Krachler y Rossipal, 
2000 
Sb Fórmula infantil 0.8-2.8 µg kg-1 
 
Simsek et al., 2000 As Bovina 0.2-50 ng ml-1
Rosas et al., 1999 As Bovina 0.9-27.4 ng g-1
Krachler et al., 2000  As 
Se 
Humana 6.7 µg l-1 
17 µg l-1
Prohaska et al., 2000 As Humana 1.3-30 ng g-1
Sternowsky et al., 2002 As Humana 0.3-2.8 µg l-1
Demirozu et al., 2000 As Bovina 0.64 ± 0.03 ng ml-1
Ulman et al., 1998 As Humana 
Bovina 
4.219 ± 0.079 µg l-1 
4.932 ± 0.38 µg l-1
Concha et al., 1998 As Humana 0.83-7.6 µg kg-1
Cervera et al., 1994 As Bovina 0.14-0.77 ng g-1
Byrne et al., 1987 As Bovina 4.85 ng g-1
Rodríguez et al., 2001 Se Bovina 6.8-28.6 µg l-1
Wasowicz et al., 2001 Se Humana 24.8± 10.1 µg l-1
Tinggi et al., 2001 Se Bovina  20.6-23.8 µg l-1
Zachara y Pilecki, 2000 Se Humana 8.81-11.58 ng ml-1
García et al., 1999 Se Bovina 23.333 ng g-1
Li et al., 1999 Se Humana 11.4-23.9µg l-1
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Tabla 2.4. (Continúa) 
Ref. Elemento Tipo de leche Valor medio o intervalo 
de contenidos 
Kantola et al., 1997 Se Humana 7-53 µg l-1
Tamari, 2000 Se Bovina 19.7±2.3 ng g-1
Rivero Martino  et al.,  
2001 
Se 
 
Bovina 
Humana 
12.8±1.3 µg l-1 
14.1± 2.1 µg l-1
Rivero Martino et al.,  
2000 
Se Bovina 
Bovina (suero) 
Humana 
3.8±0.2 µg l-1 
4.1±0.2 µg l-1 
10±5 µg l-1
Mandic et al., 1995 Se Humana 5.3-23.8 µg l-1
Torres  et al., 1999 Se Humana 
Literatura 
5.3-11.4 µg l-1
9.2 – 77.9 µg l-1
 
Rodríguez  et al., 1998 Se  Humana 
Literatura 
9.34-20.01 µg l-1 
6.1-46 µg l-1 
 
Drasch et al., 1998 Hg Humana 
Fórmula infantil 
0.2-6.86 µg l-1 
0.4-2.5 µg l-1
Drexler y Schaller, 
1998 
Hg Humana 0.25-11.7 µg l-1
Grandjean et al., 1995 Hg Humana 2.45 µg l-1
Okarsson et al., 1996 Hg Humana 0.6 ± 0.4 ng g-1
Caroli et al., 1994 As 
Sb 
Se 
Hg 
Humana 0.2 - 36 µg l-1 
1 - 4 µg l-1 
10 - 62 µg l-1 
0.2 - 13 µg l-1
 
Considerando los elementos más estudiados en la presente tesis: As, Sb, 
Se, Te, Bi y Hg, se pueden observar amplias lagunas en la bibliografía, dado 
que no hay datos de Te ni Hg en leche de vaca y tan sólo una referencia sobre 
Sb y Bi (Gillain y Rutagengwa, 1985). El As y Se, por el contrario, son dos 
elementos mucho más estudiados y sus intervalos de concentraciones en leche 
de vaca varían según los autores entre 0.2-50 ng ml-1 y 3.8-28.6 ng ml-1  
respectivamente.  
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2.2.2. El consumo de leche en España 
La leche es el alimento más consumido en España por delante del pan y 
las patatas, según las Encuestas Nacionales de Nutrición y Alimentación del INE 
((Varela et al., 1995)  y es la materia prima de una gran variedad de productos 
con valor añadido como mantequillas y quesos. 
Como ya hemos comentado, la leche es un alimento básico porque 
aporta los nutrientes esenciales (proteínas, lípidos, carbohidratos) y 
micronutrientes (vitaminas y minerales) necesarios durante las primeras etapas 
del crecimiento. Además los nutrientes se encuentran asociados a ciertas 
proteínas como albúmina, lactoferrina o en formas químicas fácilmente 
asimilables por el organismo, como son los citratos. 
El consumo medio anual de leche de vaca se situó en 109.3 litros per 
cápita en 1991, siendo el consumo medio de productos lácteos en España 375 
g/día, de los cuales 338 g/día corresponden a leche de vaca (Ministerio de 
Agricultura Pesca y Alimentación, 1991). Diez años después, en el año 2001 su 
consumo medio anual subió ligeramente a 113 litros. 
Los hábitos alimentarios de los españoles han cambiado notablemente 
desde la década de 1980 hasta la actualidad. A finales de los 80 la leche 
esterilizada suponía el 53% del total de la leche consumida y la pasteurizada 
sólo el 19%. En la actualidad la leche de larga duración representa el 94% y la 
pasteurizada sólo un 3%. También ha evolucionado en cuanto al tipo de leche 
consumida, a finales de los 80 la leche entera representaba el 80% del total, la 
desnatada el 14% y la semidesnatada el 6%. En la actualidad la leche entera es 
el 55% con una pérdida de 25 puntos, que han incrementando 5 puntos la 
desnatada y 20 puntos la semidesnatada, alcanzando esta última el 26% de la 
leche total consumida. Es destacable que casi la mitad del consumo de leche se 
dirige hacia los tipos de leche menos grasas. 
Estos resultados ponen de manifiesto que el consumidor del siglo XXI 
está más preocupado por ingerir menos cantidad de grasas, pero al mismo 
tiempo acoge con más aceptación aquel tipo de leche que cumple unas 
condiciones organolépticas más próximas a la leche entera, cosa que no sucede 
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con la descremada que tiene una consistencia mucho más aguada y menos 
agradable al paladar. 
Dentro de la segmentación geográfica (ver Figura 2.1.) las comunidades 
autónomas más consumidoras de leche son las situadas en la zona norte de 
España, con Asturias a la cabeza (27% más que la media), seguida por Castilla-
León y Navarra. Dentro de las zonas menos consumidoras son el Levante y Nor-
Este, siendo la de menor consumo las Baleares (16% menos que la media 
anual). 
 
Figura 2.1. Consumo medio de productos lácteos en España por regiones 
(1991). 
 
 
La distribución geográfica de los lácteos permite diferenciar 3 zonas: el 
norte de España, con los mayores consumos, la costa mediterránea y Canarias, 
con los menores y el centro y sur de la península. Estas diferencias son 
consecuencia de la producción de leche: Cantabria y Asturias - zonas 
clásicamente productoras- presentan el más alto consumo (459 y 444 g) y 
Baleares, Canarias y la Comunidad Valenciana el más bajo (229, 243 y 255 g, 
respectivamente). Canarias presenta un elevado consumo de leche en polvo 
(25.2 g), si se compara con el resto (menos de 2 g), aspecto también observado 
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en estudios anteriores y que cabe atribuir a la dependencia de la producción 
exterior. 
 
2.2.3. Muestras seleccionadas de leche 
Teniendo en cuenta estos estudios, que reflejan las necesidades y 
preferencias de los consumidores españoles, se seleccionó una amplia variedad 
de leches comercializadas, tanto líquidas como sólidas, para llevar a cabo todas 
las determinaciones de la presente tesis. En la Tabla 2.5. se indican los tipos de 
leche líquida que se seleccionaron, junto con los datos recogidos en su etiqueta 
sobre composición e ingredientes. La Tabla 2.6. recoge la composición de las 
leches en polvo que se estudiaron. 
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Tabla 2.5. Muestras de leche de vaca líquida, salvo que se indique lo contrario, 
seleccionadas para la presente tesis.  
 
Referencia 
interna 
Composición (100 mL) 
según etiqueta 
Ingredientes Procedencia 
L1 P 3 g, HC 4.5 g, G 3.6 g, Ca 
120 mg 
 Pamplona 
(Navarra) 
L2 P 3.15 g, HC 4.55 g, G 0.3 
g, Ca 125 mg. 
Leche desnatada y estabilizador E-
451 
Mollerusa 
(Lleida) 
L3 P 3.5 g, HC 5.2 g, G 3.6 g, 
D 0.75 µg, B12 0.43 µg, Ca 
160 mg, P 125 mg. 
Leche entera, sales de calcio y 
fósforo, vitamina D. 
Granada 
L4 P 3 g, HC 4.9 g, G 1.6 g, Ca 
120 mg 
 Aranda del 
Duero 
(Burgos) 
L5 P 3.1 g, HC 5.4 g, G 1.8 g, 
A 120 µg, D 0.7 
5 µg. 
Leche semidesnatada, miel (1%), 
jalea real liofilizada (34 mg/100 
mL), vitaminas A y D. 
Asturias 
L6 P 3.7 g, HC 4.9 g, G 1.8 g, 
B12 40 µg, E 1.5 mg, C 9 
mg, ácido fólico 80 µg, Ca 
160 mg, Fe 3 mg, I 28 µg  
Leche desnatada, proteínas lácteas, 
aceites vegetales, oligofructosa, 
estabilizador E-472c, lecitina, ácido 
graso omega 3 (0.1 g/l), sales 
minerales (Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, I, 
K), vitaminas (C, E, niacina, ácido 
pantoténico, B6, B2, B1, ácido 
fólico, A, biotina, D y B12), aroma 
y cloruro de colina. 
Granada 
L7 P 3.1 g, HC 5.2 g, G 1.8 g, 
A 120 µg, B1 0.21 mg, B2 
0.24 mg, B3 2.7 mg, ácido 
pantoténico 30 µg, B6 0.3 
mg, biotina 22.5 µg, ácido 
fólico 30 µg, B12 0.15 µg, C 
9 mg, D 75 µg, E 1.5 mg, Ca 
125 mg. 
Leche semidesnatada, lactosa, 
proteínas lácteas, sales minerales 
(Mg, Zn), vitaminas (C, B3, E, ácido 
pantoténico, B6, B2, B1, biotina, A, 
ácido fólico, D, B12), estabilizante  
E-451. 
A Coruña 
L8 Ácido oleico 1.2% (m/v), 
ácido omega 3 0.04% (m/v), 
P 3.5 g, HC 5.2 g, G 1.9 g, 
B12 0.4 µg, A 120 µg, D 
0.75 µg, E 1.5 mg, B6 0.3 
mg, ácido fólico 30 µg, Ca 
132 mg. 
Leche desnatada, sólidos lácteos, 
aceites (girasol, oliva, soja y 
marino), lecitina, emulgente E-472c, 
vitaminas A, E, C, B6, D y ácido 
fólico. 
Granada 
L9 - Leche de cabra semidesnatada, 
estabilizante E339, vitamina B9. 
Madrid 
L10 P 2.8 g, HC 4.2 g, G 3.1 g, 
A 120 µg, D 0.75 µg, E 1.5 
mg, Ca 105 mg. 
Leche desnatada reconstituida, 
aceites vegetales (girasol, maíz), 
estabilizadores (E-339, E-450c, E-
435), vitaminas E, A, D. 
Leioa 
(Vizcaya) 
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Notas: L1-entera; L2-desnatada; L3- enriquecida con Ca; L4- semidesnatada; L5-
enriquecida con jalea real; L6- enriquecida con ácido fólico; L7- enriquecida con 
minerales y vitaminas; L8- enriquecida con ácido omega 3; L9- leche de cabra y L10- 
con grasa vegetal.Estabilizantes E-339=Ortofosfatos de sodio; E-435=Monoestearato de 
sorbitán polioxietilenado; E-450c= Difosfato tetrasódico; E-451= Trifosfato pentasódico; 
E-472c= ésteres cítricos de los mono y diglicéridos de los ácidos grasos. 
P= Proteínas; HC= hidratos de carbono; G= grasas. 
 
 
Tabla 2.6. Muestras de leche en polvo estudiadas en la presente tesis. 
 
Referencia Ingredientes/Envase 
P1 Leche desnatada, dextrinomaltosa, aceites vegetales, vitaminas (C, niacina, 
E, ácido pantoténico, B6, tiamina, A, riboflavina, ácido fólico, K, biotina, 
D y B12), sales minerales de hierro, zinc, cobre, yodo y potasio, fermentos 
lácticos, entre ellos bifidobacterias, e inositol. Envasado en atmósfera 
protectora. Bote metálico de 400 g. 
P2 Suero láctico desmineralizado, aceites vegetales, leche desnatada, 
dextrinomaltosa, proteínas de leche, sales minerales de potasio, calcio, 
cloro, sodio, magnesio, hierro, zinc, cobre, yodo, lecitina de soja, vitaminas 
(C, E, niacina, ácido pantoténico, A, B6, tiamina, riboflavina, ácido fólico, 
K, biotina, D, B12), L-arginina, taurina, nucleótidos (citidina, uridina, 
adenosina, guanosina), L-histidina, inositol, L-carnitina. Envasado en 
atmósfera protectora. Bote metálico de 400 g. 
P3 Leche desnatada, aceites vegetales, lactosa, almidón de maíz, suero láctico 
desmineralizado, emulgente (lecitina), vitaminas (C,E, niacina, ácido 
pantoténico, A, B6, tiamina, riboflavina, ácido fólico, K, biotina, D y B12), 
sales minerales de calcio, potasio, hierro, zinc, cobre y yodo y taurina. 
Envasado en atmósfera protectora. Estuche de cartón de 600 g (producto 
repartido en 2 bolsas de plástico). 
P4 Proteínas séricas hidrolizadas, lactosa, aceites vegetales, almidón de patata, 
sales minerales de potasio, calcio, cloro, fósforo, sodio, magnesio, hierro, 
zinc, cobre y yodo, vitaminas (C, niacina, E, ácido pantoténico, B6, 
tiamina, A, riboflavina, ácido fólico, K, biotina, D y B12), inositol y 
fermentos lácticos, entre ellos bifidobacterias. Preparado en atmósfera 
protectora. D Estuche de cartón de 750 g (producto repartido en 2 bolsas 
de plástico). 
P5 Proteínas séricas hidrolizadas, dextrinomaltosa, aceites vegetales, almidón 
de patat, lactosa, sales minerales de (potasio, cloro, calcio, fósforo, sodio, 
magnesio, hierro, zinc, cobre y yodo), vitaminas (C, E, niacina, ácido 
pantoténico, A, riboflavina, B6, tiamina, ácido fólico, K, biotina, D y B12), 
colina, taurina, inositol y L-carnitina. Preparado en atmósfera protectora. 
Estuche de cartón de 750 g (producto repartido en 2 bolsas). 
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Tabla 2.6. (Continúa) 
Referencia Ingredientes/Envase 
P6 Proteínas séricas hidrolizadas, aceites vegetales, lactosa, dextrinomaltosa, 
sales minerales de potasio, cloro, calcio, fósforo, sodio, magnesio, hierro, 
zinc, cobre y yodo, vitaminas (C, E, niacina, ácido pantoténico, A, 
riboflavina, B6, tiamina, ácido fólico, K, biotina, D y B12), taurina, colina, 
L-arginina, inositol, L-histidina y L-carnitina. Envasado en atmósfera 
protectora. Bote metálico de 400 g. 
P7 Seroproteínas hidrolizadas, aceites vegetales, polímeros de glucosa, 
almidón, lactosa, fibra dietética (galactooligosacáridos y polifructosa), 
minerales, L-arginina, L-histidina, taurina, L-carnitina, vitaminas. Bote 
metálico de 800 g. 
P8  Leche descremada, Suero lácteo desmineralizado, Dextrinomaltosa, Aceites 
vegetales, Lactosa, Lecitina, Minerales, Vitaminas (C, E, Niacina, Ac. 
Pantoténico, B1, B6, A, B2, Ac. Fólico, K, Biotina, D y B12), Taurina, 
Inositol, Colina y Carnitina. Bote metálico de 900 g. 
P9 Polímeros de glucosa, aceites vegetales, seroproteínas hidrolizadas, lactosa, 
almidón, fibra dietética (galactooligosacáridos y polifructosa), minerales, 
taurina, L-arginina, L-histidina, L-carnitina, y vitaminas. Bote metálico de 
800 g. 
P10 Suero láctico desmineralizado, leche desnatada, aceites vegetales, proteínas 
de leche, lactosa, sales minerales de cloro, potasio, calcio, sodio, magnesio, 
hierro, zinc, cobre y yodo, vitaminas (C, E, niacina, ácido pantoténico, A, 
B6, tiamina, riboflavina, ácido fólico, K, biotina, D y B12) y taurina. Bote 
metálico de 400 g. 
 
P11 Leche desnatada en polvo, lactosa, aceites vegetales, almidón, 
dextrinomaltosa, minerales, ácido cítrico (E-330) y vitaminas. Preparado en 
atmósfera protectora. Bote metálico de 800 g. 
 
 
Como puede verse, hemos tratado de que la presente tesis se apoye en 
la realidad de las muestras y que los estudios de evaluación y validación de las 
metodologías de análisis se centren fundamentalmente en muestras y no sólo 
en patrones. 
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2.3. Productos de la pesca 
2.3.1. El consumo de pescado en España 
Según datos del Ministerio de Sanidad y Consumo, el consumo de 
pescado en España en el año 2000 se situó alrededor de 31 kg por habitante y 
año, por encima de la cifra que se registra en la mayoría de países europeos, 
aunque muy por debajo de la cantidad consumida en Japón. 
El consumo de pescado en España creció un 0.8%, hasta 36.5 kg por 
persona y año en 2003, representando el pescado fresco el 80% del total y el 
procedente de la acuicultura, el 6%, según el Panel Alimentario del Ministerio 
de Agricultura, Pesca y Alimentación (MAPA) correspondiente al año pasado. 
En la actualidad, existe una tendencia creciente a incrementar el 
consumo de pescado como alternativa al consumo de carne y productos 
cárnicos. En el contexto de las recomendaciones dietéticas, realizadas por 
diferentes organizaciones internacionales relacionadas con la salud, los 
productos de la pesca ocupan un lugar destacado a la hora de tratar de 
conseguir dietas equilibradas, alcanzar los requerimientos nutricionales y actuar 
sobre factores de riesgo de determinadas enfermedades.  
En general, los pescados aportan un buen balance de proteínas de alto 
valor biológico, vitaminas tanto hidrosolubles como liposolubles, algunos 
elementos minerales y un contenido calórico relativamente bajo. El reducido 
contenido en grasa de muchas especies de pescado y los efectos beneficiosos 
de los ácidos grasos poliinsaturados Omega 3 presentes en los pescados 
grasos, sobre todo en los pescados azules, son aspectos importantes a 
considerar en la dieta de la población de los países desarrollados, con un 
elevado número de muertes por enfermedades cardiovasculares. Además, se ha 
descrito que tienen un efecto positivo en la prevención de la artritis reumatoide, 
el cáncer y el desarrollo de metástasis. 
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2.3.2. Niveles de metales pesados en pescados 
El aumento del consumo ha hecho que se multipliquen los intercambios 
internacionales y la presencia en el mercado de productos provenientes de 
diversos países. Esta situación hace que se introduzcan nuevas especies de 
pescado, con igual calidad, pero no conocidas hasta la fecha o manipuladas y 
transformadas por empresas o personas que comienzan una nueva actividad a 
la que no están acostumbrados. Esto hace necesario la imposición de un control 
de productos que hasta hoy no era habitual. 
En la presente tesis nos hemos centrado en el estudio de las especies de 
As y Hg, los dos metales pesados que mayor problemática toxicológica generan 
en este tipo de alimentos. Las muestras en estudio incluyen especies de pescado 
que se encuentran habitualmente en los mercados españoles: salmón, sardina, 
pescadilla, anchoas y mejillones. 
Hay diversos estudios sobre la ingesta total de arsénico en diversos 
países, que está directamente relacionada con el consumo de pescado. Los 
datos varían entre tan sólo 20 µg/día en la República Checa (National Institute 
of Public Health, 1998)  y los 345 µg en Japón, una de las poblaciones con 
mayor consumo de pescado (Herce-Pagliai et al., 1999). 
En España la ingesta media de arsénico se sitúa en 245 µg/día (Devesa 
et al., 2001),  siendo uno de los valores más altos recogidos en la literatura, 
sólo superado por Japón.  Sin embargo, este mismo estudio sitúa  la ingesta 
diaria de arsénico inorgánico en tan sólo 2.3 µg, lo que supone menos del 1% 
del total de arsénico. Hay que destacar que los datos de este estudio, se 
estiman a partir del análisis de los alimentos cocinados, por lo que aporta una 
estimación más ajustada a la realidad que otros estudios que se basan en el 
análisis de los productos crudos, ya que durante la cocción se pierde agua, los 
analitos se concentran y se transforman las especies (Dabeka et al., 1993). 
 Las concentraciones de arsénico en productos marinos varían en torno 
a un intervalo muy amplio: entre  0.06-45 µg g-1 (peso fresco) según Cervera et 
al. (1993). La Tabla 2.7. recoge los niveles de contenidos de distintas especies 
de arsénico en productos de la pesca recogidos en la bibliografía. 
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Tabla 2.7. Contenidos de As total, AsB, As inorgánico, MMA y DMA en 
productos pesqueros recogidos en la bibliografía. Valores en µg g-1 (peso seco); 
† µg g-1 (peso fresco). 
Referencia Producto As total AsB As 
inorgánico 
MMA DMA 
Devesa et 
al., 2001 
Lenguado 
Sardina 
merluza 
47.6 
9.8-13.9 
4.0-9.2 
46.3 
6.9-14.1 
3.6-10.2 
   
Muñoz et 
al., 2000 
Anchoa 
Sardina 
Mejillón 
Merluza 
2.73-36.87 
3.89-27.62 
9.15-17.48 
3.72-32.04 
 0.042-0.408 
0.172-0.366 
0.176-0.412 
0.008-0.054 
  
Vélez et al., 
1996 
Anchoa 
Sardina 
Atún 
Calamar 
14.93 
16.72 
2.05 
9.85 
  <LOD 
<LOD 
<LOD 
0.103 
0.517 
0.504 
0.131 
0.136 
Muñoz et 
al., 1999b† 
Atún 
Merluza 
Pescadilla 
Salmón 
Sardina 
Mejillón 
1.33±0.03 
6.23±0.01 
1.18±0.01 
1.03±0.02 
3.54±0.02 
3.09±0.03 
 0.015±0.006 
0.013±0.001 
0.009±0.001 
0.009±0.001 
0.062±0.001 
0.139±0.006 
  
Vélez et al., 
1995† 
Atún 
Sardina 
Mejillón 
Pulpo 
Langostinos 
0.9-1.3 
1.4-2.1 
2.1-3.3 
2.3-16.5 
0.4-1.5 
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Tabla 2.7. (Continúa) 
Referencia Producto As total AsB As 
inorgánico 
MMA DMA 
López et 
al., 1994 
Anchoas 
Sardinas 
Mejillones 
Calamares 
6.51 
4.10 
8.53 
5.24 
 0.30 
0.15 
0.95 
0.10 
  
Ackley et 
al., 1999 
Salmón 
Tiburón 
Pescado blanco 
2.6±0.1 
14.5±0.5 
7.2±0.1 
2.9±2.0 
19.9±1.9 
7.9±4.5 
   
Mckiernan 
et al., 1999 
Salmón 
Atún  
Tiburón 
Pescado blanco 
 
2.99 ± 0.03 
3.13 ± 0.11 
28.0±1.2 
60.6±1.4 
    
Wrobel et 
al., 2002 
Salmón 
Tiburón  
Pescado blanco 
 1.73±0.1 
12.8±0.6 
6.16±0.38 
 
0.04±0.01 
 0.05±0.01 
0.09±0.02 
0.04±0.01 
Lagarde et 
al., 1999 
“Pescado” 
Mejillones 
 0.4-9.8 
0.4-13.1 
 - 
0.06-0.6 
0.2-0.6 
0.7-1.5 
 
La mayoría de estudios sobre la especiación de Hg en pescado se 
centran en el análisis de muestras certificadas, por lo que los contenidos de 
mercurio total, mercurio inorgánico y MeHg sobre muestras reales son bastante 
limitados. En la Tabla 2.8. se recogen algunos trabajos sobre mercurio en 
pescado y moluscos.  
Se puede comprobar que los niveles de MeHg varían en un intervalo 
muy amplio, entre 0.041 y 7.954 µg g-1. También hay que destacar la escasez 
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de datos sobre mercurio inorgánico, que hace patente la dificultad que entraña 
su determinación. 
Ubillús et al., 2000 no consiguieron detectar Hg inorgánico, 
posiblemente debido a que el límite de detección era demasiado alto como 
para detectarlo (0.417  µg g-1). 
 
Tabla 2.8. Contenidos de Hg total, Hg inorgánico y MeHg en productos de la 
pesca recogidos en la bibliografía. Valores en µg g-1 (peso seco). 
Referencia Producto Hg total Hg(II) MeHg 
Viñas et al., 2001 Mejillones 
Almejas 
Pez espada 
(hígado) 
0.34±0.05 
0.50±0.14 
 
4.28±0.44 
  
Yan et al., 2003 “Pescado” 
“Moluscos” 
0.185-0.357 
0.401 
  
Río Segade y Bendicho, 
1999 
Mejillones 0.083-0.258 <LOD-
0.073 
0.041-0.0243 
Ubillús et al., 2000 Salmón 
Anchoas 
Pez espada 
Atún 
 <LOD 
<LOD 
<LOD 
<LOD 
0.538±0.146 
0.753±0.199 
6.053±0.065 
7.954±0.312 
 
2.4. Legislación alimentaria sobre leche y pescado 
En la actualidad el control de calidad de la leche se centra en diversos 
ensayos microbiológicos y físico-químicos (control de la acidez, densidad), y no 
existe una legislación específica sobre la composición elemental de la leche, 
tanto a nivel de contenidos totales como por especies, lo que propiamente 
supondría una medida de la toxicidad real. La directiva de la unión europea 
96/23/EC se limita a establecer unas directrices generales sobre las sustancias 
que deben controlarse con regularidad en productos lácteos: contaminantes 
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orgánicos persistentes (DDT, PCBs y dioxinas), sustancias bactericidas, drogas 
veterinarias prohibidas, metales pesados y micotoxinas. 
El reglamento europeo (CE) 466/2001 por el que se fija el contenido 
máximo de determinados  contaminantes en alimentos, en su apartado de 
metales pesados, sólo regula el contenido de Pb, Cd y Hg.  
En ausencia de exposición ocupacional, la incorporación de mercurio en 
el cuerpo humano se debe principalmente a la ingestión de productos de la 
pesca y a la presencia de empastes dentales. El metilmercurio presente en 
productos pesqueros representa hasta un 85% del mercurio total que se ingiere 
en la dieta.  Por ello, para proteger a los consumidores se han fijado unos 
niveles máximos  de mercurio en pescados, que varían entre 0.5 mg kg-1 en 
(peso fresco) para especies no predatorias y 1 mg kg-1 (peso fresco) para las 
especies predatorias . 
 En el Reino Unido existe un límite máximo genérico de 1 µg g-1 de 
arsénico en alimentos, sin embargo no existen límites máximos legislados de Bi, 
Se ni Te. 
En la Tabla 2.9. se indican los niveles máximos tolerables de As, Hg y Sb 
en leche y pescado. 
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Tabla 2.9. Límites máximos tolerables para el contenido de As, Hg y Sb en leche 
y pescado (En mg kg-1, peso fresco) (The British food manufacturing industries 
research association, 1993). 
País Producto As Hg Sb 
Alemania Leche   0.01   
Austria Leche  
Queso 
 
3 
0.01  
Bulgaria Leche 0.25 0.02  
Rep. Checa Leche 0.05 0.005 0.05 
Polonia Leche 0.1   
Malasia Leche 0.5  1 
China Leche 
Pescado 
 0.01 
1 
 
Singapur Pescado 1   
Malasia Pescado 1   
Australia Pescado 1   
Hong Kong Pescado 
Moluscos 
6 
10 
  
 
 
Nueva Zelanda es el único país  en el que su legislación regula el 
contenido de As inorgánico en los productos de la pesca, situándose en 2 µg g-1 
(peso fresco) (The British food manufacturing industries research association, 
1993). 
En la Unión Europea  todavía no existe una legislación específica sobre 
los niveles de As total o As inorgánico en productos de la pesca, esto puede 
atribuirse a que se sabe que la arsenobetaína es la especie mayoritaria en los 
productos frescos (un 95% del total según Ballin et al., 1994) y, dado que no es 
tóxica, no se considera prioritario su control. 
Sin embargo, distintos estudios llevados a cabo por Vélez et al. (Vélez y 
Montoso, 1998; Vélez et al., 1997) han demostrado que la arsenobetaína en 
productos cocinados representa menos del 50% y que puede haber presentes 
especies tóxicas como MMA, DMA, As(III) y As(V) en mayor proporción de la 
esperada. Asimismo, los niveles de MMA y DMA son superiores en productos 
enlatados o congelados, debido a la degradación de la arsenobetaína por la 
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actividad enzimática y también aumenta la cantidad de As tóxico al cocinar el 
producto, debido por una parte a la pérdida de agua y por otra a la 
descomposición de la arsenobetaína en MMA, DMA y As inorgánico (Vélez et 
al., 1996). Por lo que se hace patente la necesidad de controlar el contenido de 
las especies tóxicas de As y el desarrollo de legislaciones especificas al respecto, 
en las que se distingan los niveles máximos permitidos para cada una de las 
especies de arsénico. 
 
2.5. Elementos objeto de estudio 
 Además de la determinación de la composición elemental de las 
muestras de leche por ICP-MS, la presente tesis se ha dirigido hacia la 
exploración de las posibilidades analíticas de la técnica de AFS, para determinar 
tanto la composición total de las especies de As, Sb, Se, te y Bi como las de Hg. 
La mayoría de elementos sobre los que voy a hablar a continuación son 
esenciales, pero sus requerimientos son muy bajos y su concentración en los 
alimentos es del orden de las ppbs, por ello se les llama elementos ultratraza. 
Para la mayoría de ellos no se han observado deficiencias debido a que estos 
elementos son ubicuos y están presentes en muchos alimentos. 
Como todos los elementos traza sólo son tolerados hasta un cierto límite 
por los animales y seres humanos. Al sobrepasar dicho límite su potencial tóxico 
intrínseco produce efectos nocivos para la salud. Normalmente la toxicidad 
depende en gran medida de la forma química (por ejemplo orgánica, 
inorgánica o estado de oxidación). 
La presencia de estos elementos puede tener origen natural o 
antropogénico (contaminación del aire, suelo y agua) y su distribución puede 
ser muy heterogénea. Su presencia en alimentos de consumo general debe ser 
controlada para que no sobrepase los límites tolerables. Por ejemplo, la 
presencia de elementos traza en fosfatos obtenidos por minería es bien 
conocida y durante el proceso de fabricación de algunas leches se añade 
fosfato cálcico y otros aditivos que podrían estar introduciendo cantidades 
significativas de otros elementos. 
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2.5.1. Antimonio 
El antimonio en general se considera  un elemento no esencial y tóxico, 
aunque hay autores que le suponen una cierta esencialidad biológica 
(Clemente, et al., 1979).  
Se utiliza en aleaciones con Pb, Cu y Sn, cerámicas, vidrios, pigmentos, 
en la fabricación de prendas ignífugas, en cerámica y en algunas medicinas 
para el tratamiento de la leishmaniasis y esquitosomiasis (Berman, 1980; 
Friberg et al., 1979; Ward et al., 1980). 
El antimonio es un contaminante atmosférico común, procedente de las 
emisiones industriales, de los automóviles, la incineración de basuras, el humo 
del tabaco… Pero la exposición del público en general se debe 
mayoritariamente a  la comida.  
Las actividades antropogénicas están produciendo un aumento de la 
concentración de antimonio, así por ejemplo, en Japón se utilizan 20000 
toneladas de antimonio cada año, mientras que sólo se utilizan 100 toneladas 
de arsénico (Zheng et al., 2000).  Esto está produciendo un desequilibrio en las 
concentraciones naturales de antimonio y arsénico en los ambientes 
contaminados. El tráfico rodado supone una importante fuente de antimonio al 
medio ambiente, ya que este elemento se utiliza en los líquidos de freno y en la 
fabricación de neumáticos. 
El Sb (III) es aproximadamente 10 veces más tóxico que el Sb (V). El Sb 
(III) se oxida fácilmente a Sb (V) en medio neutro, sin embargo en medio 
ligeramente ácido puede permanecer estable durante años (Gómez Ariza et al., 
2000).  
Con un  comportamiento químico y toxicológico similar al arsénico, el 
antimonio trivalente se concentra en los glóbulos rojos y en el hígado, mientras 
que la forma pentavalente se concentra en el plasma y se excreta más 
rápidamente (Molokhia y Smith, 1969). 
El Sb(III) se concentra preferentemente en el hígado, mientras que el 
Sb(V) lo hace en el tejido óseo (Felicetti et al., 1974). Por analogía con el 
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arsénico, se supone que el antimonio se puede metilar en los organismos vivos, 
aunque no se conoce con certeza este aspecto. 
Por inhalación produce irritación de las mucosas y a largo plazo puede 
provocar edema pulmonar y enfisema. Por ingestión, puede producir, según la 
cantidad ingerida y el tiempo de exposición, vómitos y diarrea (Tsalev y 
Zaprianov, 1985). 
 
2.5.2. Arsénico 
El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza, su 
ubicuidad en los seres vivos induce cierta controversia sobre su esencialidad. 
Aunque, en general, se considera un elemento no esencial y tóxico, se ha 
observado que es esencial para las plantas, puesto que en pequeñas dosis 
estimula el crecimiento (Hambridge, 1980). 
Se utiliza en la fabricación de materiales semiconductores, ciertos vidrios 
(que transmiten el IR), en pigmentos, como antifloculante de pinturas, en tintes, 
en agentes conservadores de la madera, fuegos artificiales, pesticidas y 
herbicidas (Berman, 1980; Christian y Feldman, 1970). 
La mayoría de comidas contienen cierto nivel de arsénico. El consumo 
diario de arsénico se sitúa en menos de 0.3 mg por día. Un estudio sobre 
toxicidad subcrónica de arsénico en ratas ha demostrado que “el arsénico del 
pescado” (fundamentalmente arsenobetaína) en dosis de 3 mg/kg de peso por 
día no produce efectos tóxicos, además se ha demostrado que la arsenobetaína 
no es tóxica ni cancerígena para los mamíferos (Neff, 1997). 
La ingesta semanal tolerable provisional PTWI para el arsénico 
inorgánico ha sido fijada por el comité de expertos para aditivos en alimentos 
de la FAO/WHO en 15 µg de arsénico inorgánico/kg de masa corporal (WHO, 
1989a). Una encuesta sobre arsénico en comida en el Reino Unido llevada a 
cabo en 1997 indica que las comidas de origen animal (excepto productos del 
mar) aportan un 0.6 % del arsénico diario y los productos de la pesca un 94 %, 
pero sólo entre un 1-3 % está en la forma inorgánica  (Ysart et al., 2000)  
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Se estima que el agua de bebida (conteniendo niveles medios inferiores 
a 10 ng ml-1) sólo contribuye unos 15 µg As/día, lo que supone sólo un 2% de 
la ingesta total diaria TDI. Asimismo se ha observado que el agua embotellada 
puede contener hasta 20 veces más arsénico que el agua corriente (Bennett, 
1981; Zhielhuis, 1981). 
El arsénico inorgánico se emite al ambiente a través de diversas 
actividades humanas, incluyendo la producción de Cu, Pb, Zn, la combustión de 
carbón, el uso de herbicidas, etc. 
El arsénico se acumula en el hígado, riñones, piel, tejido óseo y tejido 
muscular. Se ha demostrado que el arsénico puede segregarse en la leche. La 
toxicidad de los compuestos de arsénico depende de la forma química, estado 
de oxidación y solubilidad en los medios biológicos. En general, los compuestos 
de As(III) son más tóxicos que los de As(V)  y éstos a su vez más que el arsénico 
metálico (Tsalev y Zaprianov, 1985). 
El arsénico tiende a combinarse con biomoléculas que contengan 
átomos de S y P, se une a los grupos sulfhidrilo inhibiendo la acción enzimática 
y sustituye al P en reacciones de fosforilación. El arsenito se une a los grupos 
tioles inhibiendo la actividad de la ADN ligasa. El arsenato puede sustituir al 
fosfato en las macromoléculas como el ADN, produciendo mutaciones. 
En los organismos vivos el As(III) sufre diversos procesos de 
detoxificación, como su oxidación a As(V) y biometilación a MMA y DMA. 
La exposición prolongada, ya sea por inhalación o ingestión, a 
compuestos inorgánicos de As se asocia a una elevada frecuencia de cáncer de 
piel y pulmones, normalmente tras un periodo latente de entre 18 y 20 años, 
debido a su efecto acumulativo. 
La ingestión de tan sólo entre 70 a 180 mg de arsénico puede causar la 
muerte. Los síntomas de intoxicación incluyen fiebre, melanosis, arritmia, 
irritación de las membranas, pérdida sensorial, neurotoxicidad, parestesia, 
neuropatía periférica y daño hepático. El arsénico es considerado como un 
agente cancerígeno (Klaasen et al., 2001). 
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2.5.3. Bismuto 
El bismuto se puede clasificar como un elemento de baja toxicidad y de 
función biológica desconocida (Negretti de Brätter et al., 1995). 
El bismuto se produce como subproducto en el refinado de Pb y Cu. Se 
han utilizado compuestos de bismuto desde el s. XIX para tratar enfermedades 
gastrointestinales como la colitis y la diarrea. Recientemente se ha descubierto 
que el Bi es el ingrediente activo para erradicar la Helicobacter Pyloridis, 
bacteria causante de la úlcera de estómago.  
El óxido de bismuto y germanio se utiliza en la fabricación de cristales 
utilizados en radiología, puesto que neutralizan los rayos gamma. También se 
utiliza como aditivo en la fabricación de aceros y aluminio, aumentando su 
dureza y resistencia a la corrosión, como catalizador en la producción de 
acrilonitrilo y acroleina y en la fabricación de plásticos ignífugos. El oxicloruro 
de bismuto se utiliza como base de numerosos cosméticos, lápices de labios, 
polvos, pinturas de uñas, etc. 
Las especies de bismuto predominantes en agua son el BiOH2+ o BiO+ 
según el pH al que se encuentre. Los niveles de bismuto en alimentos suelen ser 
relativamente bajos (menos de 10 µg l-1en agua corriente) y no se conocen 
problemas de salud producidos por su contaminación, aunque el bismuto se  
puede encontrar en cantidades importantes en cosméticos y ciertos 
medicamentos (Tsalev y Zaprianov, 1985). 
La baja toxicidad de los compuestos de bismuto se atribuye a su baja 
absorción por el organismo tras su inhalación, ingestión o contacto con la piel. 
Se excreta fundamentalmente a través de la orina y se pueden encontrar trazas 
de bismuto en la leche y saliva. 
Aunque los casos de intoxicación por bismuto son muy raros, en caso de 
toxicidad crónica se produce una debilidad general, pérdida del apetito, fiebre, 
diarrea, dermatitis e incluso nefropatía (Klaasen et al., 2001). La cantidad de Bi 
en el medioambiente se espera que aumente  debido a su mayor utilización 
como sustituto del plomo en la fabricación de las balas y pinturas. 
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2.5.4. Selenio 
El selenio fue identificado por primera vez como elemento esencial  en 
1957 por Schwartz y Foltz, quienes descubrieron que prevenía la degeneración 
necrótica del hígado en estados carenciales de vitamina E. 
 El selenio se obtiene como subproducto en el refinado del Cu. Se utiliza 
en la industria electrónica (fabricación de semiconductores, celdas 
fotoeléctricas, cámaras…), en cerámica y vidrios, xerografía y pigmentos, 
fabricación de gomas (agente de vulcanización), insecticidas, repelente de 
insectos,  fotografía (fotos con efecto sepia), medicina y aditivos alimentarios. 
Los niveles de selenio en agua pueden oscilar entre 0.1 y 400 µg l-1, 
según las características geológicas de la zona. Por tanto la ingestión diaria de 
selenio depende de las condiciones regionales, contenidos de selenio en agua, 
leche, pastos, tipo de dieta, procesado de la comida, etc (Tsalev y Zaprianov, 
1985). 
El papel biológico del selenio en los mamíferos se atribuye a la 
presencia de selenocisteína en cada uno de los cuatro centros catalíticos de la 
enzima glutationperoxidasa. Esta enzima utiliza como sustrato glutatión para 
reducir los peróxidos presentes en las células, y de esta forma protege las 
membranas, proteínas y ácidos nucleicos de la oxidación debida a radicales 
libres. También participa en el metabolismo de las grasas junto con la vitamina 
E, sin embargo hay un pequeño intervalo entre el nivel de concentración 
considerado como esencial y tóxico; el intervalo de esencialidad varía entre 0.8-
1.7 µmol l-1(Kaim y Schwederski, 1996). Las dosis tóxicas de selenio pueden ser 
del orden de 100 a 300 veces  las requeridas para funciones esenciales (Tsalev 
y Zaprianov, 1985). Éste es un buen ejemplo de la máxima de Paracelso  “la 
dosis hace al veneno”. 
El selenio a concentraciones tóxicas puede producir graves trastornos, 
desde uñas frágiles con manchas y lesiones en la piel hasta trastornos 
neurológicos incluyendo anestesia periférica, hiperreflexia, convulsiones y 
parálisis en casos extremos y alteración de la función motora. 
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El selenio se incorpora en el organismo fundamentalmente por el 
consumo de pescados, carnes, lácteos y cereales. Si su consumo diario es 
inferior a 8 µg se puede producir una deficiencia de selenio y una menor 
actividad de la glutationperoxidasa. 
La deficiencia de selenio produce distrofia muscular, necrosis hepática, 
daño muscular y óseo. La enfermedad más estudiada en humanos atribuida a 
la deficiencia de selenio es la enfermedad de Keshan, una cardiomiopatía 
endémica descubierta por primera vez en el condado de Keshan, en  China, en 
1935 que se caracteriza por una degeneración necrótica de las fibras del 
miocardio. 
Diversas investigaciones epidemiológicas atribuyen un descenso del 
cáncer en seres humanos correlacionado con el aumento del contenido de 
selenio en cultivos de cereales. Además se utiliza como antídoto en casos de 
intoxicación por arsénico, cadmio, mercurio, cobre y talio (Klaasen et al., 2001). 
El cuerpo humano se estima que contiene entre 3 y 15 mg de Se 
(Friberg et al., 1979). La forma química del selenio influye significativamente en 
la proporción y velocidad de absorción. Así, el selenio elemental a penas se 
absorbe, mientras que los compuestos orgánicos presentes en cultivos 
enriquecidos de levadura y el selenito son fácilmente absorbidos y se utilizan 
como suplementos alimentarios. 
El selenio tiende a acumularse en el hígado, riñones y en el pelo, pero 
no se producen acumulaciones importantes gracias a los mecanismos de 
excreción. El selenio  en el organismo sufre diversas biotransformaciones, que 
incluyen procesos de reducción y metilación o incorporación directa a las 
proteínas (selenocisteína, selenometionina). 
El selenio se segrega en la leche a concentraciones controladas, ya que 
existen mecanismos de control en la transferencia de selenio (Wappelhorst et 
al., 2002). 
Existen numerosos estudios sobre la toxicidad del selenio. Durante las 
décadas de 1970 y 1980 se realizaron estudios en diversas regiones de China 
con el fin de erradicar la enfermedad de Keshan, producida por un déficit de 
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selenio en la alimentación.  Se daban suplementos de selenito a la población 
en estudio, en cantidades que oscilaban entre 710 µg/día en los niños menores 
de 5 años hasta 5700 µg/día en adultos, consiguiendo una reducción del 82% 
de la enfermedad sin observar signos de toxicidad (Yang, 1984). 
La dosis letal 50 de selenio en ratas (LD50), es decir, la dosis a la cual se 
espera que produzca la muerte del 50% de la población en estudio, es de 7 mg 
kg-1 para el NaSeO3 (Cummins y Kimura, 1971) y 31.5 mg kg-1 para el NaSeO4 
(Nakamuro et al., 1974). Por tanto el Se(IV) es más tóxico que el Se(VI) y el 
estado de valencia del selenio es una información importante para estimar su 
toxicidad. 
 
2.5.5. Teluro 
El teluro es un elemento no esencial y tóxico a dosis relativamente altas. 
Su toxicidad es comparable a la del selenio ya que tiene un comportamiento 
químico similar. 
Se obtiene principalmente como subproducto en la producción de Cu, 
Pb, Ni, Ag y Au. Se utiliza en algunas aleaciones de acero y bronce, en la 
fabricación de gomas y plásticos (como agente vulcanizante y catalizador), 
como colorante en la fabricación de cerámicas, en componentes electrónicos y 
semiconductores. El telurato de potasio se utiliza para reducir la transpiración 
(Berman, 1980). 
El teluro está ampliamente distribuido en la naturaleza, se libera en las 
emisiones industriales y la combustión de carbón. 
Se estima una ingesta total diaria TDI  de 100 µg de teluro (Friberg et 
al., 1979), las bebidas y comidas procesadas pueden contener cantidades 
adicionales de teluro introducidas durante su preparación o almacenamiento. 
Algunas plantas acumulan el teluro del suelo, como el ajo que puede tener 
concentraciones de 75 mg kg-1  (Report of the Task Group on Reference Man, 
1975). 
El teluro puede sustituir al azufre en la formación de queratina, 
acumulándose en el pelo al igual que el selenio. 
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Los condimentos, productos lácteos (leche, mantequilla, queso), nueces 
y pescados contienen cantidades significativas de teluro. Algunos recipientes 
para contener comida contienen teluro, por lo que en alimentos envasados en 
latas de aluminio se encuentran concentraciones más altas de teluro (Klaasen et 
al., 2001). 
El teluro se acumula en el hígado y se elimina principalmente por la bilis 
y la orina, también puede segregarse en la leche y el sudor. Los teluratos son 
algo menos tóxicos que los teluritos, aunque no se conocen casos graves de 
intoxicación por teluro. 
La dosis letal 75 de teluro en ratas LD75 es de 2.25 -2.5 mg kg-1 para el 
Na2TeO3 y entre 20-30 mg kg-1 para el Na2TeO4 (Franke y Moxon, 1936). 
 
2.5.6. Mercurio 
El mercurio se encuentra en el medioambiente tanto en forma 
inorgánica (elemental, monovalente y divalente) como orgánica (con grupos 
arilo y alquilo de cadena corta). Las formas inorgánicas son menos tóxicas; de 
entre las especies orgánicas una de las más tóxicas es el metilmercurio. Los 
microorganismos transforman el mercurio inorgánico en formas orgánicas 
(Jonnalagada y Prasada, 1993). 
Se han encontrado concentraciones normales de mercurio total en 
aguas superficiales de menos de 0.5 µg l-1,  menos de 0.5 mg kg-1 en suelos y 
hasta 0.001 µg/m3 en la atmósfera (WHO, 1989b). La ingesta provisional 
tolerable de mercurio PTWI establecida por la junta FAO/WHO (WHO, 1993) es 
de 5 µg/kg masa corporal. 
Los organismos acuáticos absorben fácilmente el mercurio orgánico  
(más del 80%)  y en el ser humano el Hg puede atravesar la barrera 
hematoencefálica y placentaria (Lock, 1975).  Por tanto, el mercurio orgánico y 
en particular el metilmercurio, se acumula en el cerebro y puede ocasionar 
trastornos graves en el sistema nervioso central. El mercurio inorgánico, sin 
embargo, a penas es absorbido por los peces (menos del 10%) (Neathery y 
Miller, 1975). 
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2.6. Técnicas instrumentales 
En el desarrollo de esta tesis doctoral se han utilizado dos técnicas muy 
diferentes entre sí: la espectrometría de masas con plasma de acoplamiento 
inductivo (ICP-MS)  y la fluorescencia atómica tanto con generación de hidruros 
HG-AFS como por vapor frío CV-AFS.  
Antes de profundizar en los aspectos técnicos de cada una de ellas, me 
gustaría comentar los puntos fuertes y las debilidades de cada una. 
Uno de los mayores atractivos del ICP-MS es,  sin lugar a dudas, la 
posibilidad de realizar análisis multielemental en muy poco tiempo, así como 
medidas de relaciones isotópicas. Además, con el modo de medida 
semicuantitativo se pueden determinar hasta 83 elementos sin el uso de un 
calibrado externo para todos ellos.  
Los límites de detección que alcanza permiten el análisis a niveles de 
ultratrazas de un gran número de elementos, tiene un amplio margen de 
linealidad y también permite la medida de analitos presentes en una misma 
muestra de muy diversa concentración (ng l-1 a mg l-1) gracias a correcciones de 
software (parámetro Omnirange). 
Ambas técnicas son muy sensibles y selectivas, con una precisión y 
exactitud similares. Sin embargo, en el ICP-MS pueden darse interferencias 
moleculares e isobáricas, que es necesario corregir. 
Además, el ICP-MS es algo menos robusto, ya que hay una alta 
dependencia de la señal con los parámetros del plasma y requiere el uso de 
patrones internos. 
La HG-AFS, por el contrario es una técnica monoelemental (necesita 
una lámpara diferente para cada elemento), han de analizarse los analitos 
secuencialmente y se limita a aquellos elementos capaces de formar productos 
volátiles.  Esta limitación revierte positivamente en una mayor selectividad y 
puede alcanzar límites de detección mejores que el ICP-MS y lo mismo ocurre 
para el CV-AFS que tan sólo es aplicable a la determinación de Hg. 
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Los equipos de ICP-MS son muy complejos, tienen un elevado coste y 
requieren un mantenimiento y uso por personal experto, por lo que no son 
asequibles para muchos laboratorios. Los equipos de AFS son mucho más 
simples y los costes de mantenimiento son más bajos, por lo que esta técnica es 
adecuada para el análisis de rutina. 
En definitiva, ICP-MS y AFS pueden considerarse técnicas 
complementarias, ya que algunos analitos que sufren interferencias moleculares 
por ICP-MS como el Se o Hg, se analizan sin problema por AFS y se alcanzan 
mejores límites de detección. Mientras que el ICP-MS resulta muy útil para 
conocer a qué niveles se encuentran los analitos de una muestra desconocida. 
 
2.6.1. ICP-MS: Espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo 
La espectrometría ICP-MS es una técnica analítica multielemental 
rápida, precisa y exacta para la determinación de la mayoría de elementos a 
niveles de trazas. 
Sus orígenes se remontan a la espectrometría de emisión atómica que 
utiliza una fuente de plasma acoplado (ICP-AES). Los primeros equipos de ICP-
AES se comercializaron en 1974  y comenzaron a utilizarse para el análisis de 
suelos, aguas, monitorización  medioambiental e investigación médica. Su 
popularidad creció tanto a mediados de la década de 1980 que llegó a rivalizar 
con el análisis por activación neutrónica (INAA) para el análisis de tierras raras, 
si bien existían bastantes problemas de efecto matriz debido a la necesidad de 
preconcentrar la muestra. A raíz de estos problemas surge la necesidad de 
introducir un analizador de masas, que es más sensible y tiene límites de 
detección muy bajos. 
La técnica de ICP-MS se fue estableciendo en numerosos laboratorios y 
se ha convertido en la actualidad en el método predilecto para la determinación 
de un gran número de elementos traza en una misma muestra. En el desarrollo 
de esta técnica a principios de los 80 contribuyeron decisivamente Gray, Houk y 
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Date (Gray 1975; Houk et al., 1980; Gray, 1986; Jarvis et al,. 1992; Date y 
Gray, 1983). 
Los primeros equipos de ICP-MS fueron fabricados en Gran Bretaña por 
VG Isotopes LTd (PlasmaQuad) y en Canadá por Sciex (Elan) a mediados del 
año 1983, si bien no fue hasta 1984 cuando se instaló en el primer laboratorio. 
Desde entonces el aumento de laboratorios que han confiado en esta técnica 
ha crecido rápidamente, puesto que tan sólo ocho años más tarde, en 1992 ya 
habían 450 equipos. 
El ICP-MS se encuentra entre las técnicas más prometedoras para el 
análisis de trazas. Según Potts (1997), que señala una cronografía para el 
predominio de las diferentes técnicas de análisis elemental, sitúa en 1960 la 
espectrometría de absorción atómica, en 1963 la fluorescencia de rayos X, en 
1970  la INAA,  en 1975 la espectrometría ICP-AES y a partir de 1985  la 
espectrometría  ICP-MS como la técnica de mayor elección entre los 
laboratorios. 
 A esta lista habría que añadir la reciente comercialización (a mediados 
de los 90) de equipos de AFS  que, si bien se encuentra limitada a unos cuantos 
elementos va ocupando cada vez más un lugar predominante en el análisis 
aplicado. 
 
2.6.1.1. Componentes del equipo 
Un equipo de ICP-MS, cuyo esquema se indica en la Figura 2.2., está 
integrado por una antorcha de plasma y un espectrómetro de masas de 
cuadrupolo conectados entre sí por una interfase. 
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Figura 2.2. Esquema del ICP-MS. 
 
El plasma es la parte esencial para la atomización e ionización de la 
muestra.  
El plasma es el estado de la materia más común del Universo ya que es 
la forma en la que se presenta la materia en las estrellas. Consiste en un 
conjunto de electrones libres e iones; para alejar los electrones de los átomos 
es necesario suministrarles energía (ya sea térmica, eléctrica o 
electromagnética). Sin un aporte continuo de energía los plasmas se 
recombinan en gas neutro. 
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El plasma se produce en la antorcha del ICP, que está formada por 3 
tubos de cuarzo concéntricos (Figura 2.3.). Por el tubo central fluye un aerosol 
de la muestra de forma laminar, arrastrado por una corriente de Ar que osila 
entre 0.5 - 1 l min-1 (gas portador). Por el tubo intermedio fluye una corriente 
de Ar con un caudal de 0.5 - 1  l min-1 (gas intermedio o auxiliar), siendo el 
flujo de Ar del tubo externo el más elevado, de 15 l min-1 (gas externo o del 
plasma) cuya misión es la de sustentar el plasma.  
En el extremo superior de la antorcha se sitúa una bobina de inducción 
refrigerada por agua, que genera una radiofrecuencia de 27 a 50 MHz. 
 
 
Figura 2.3. Esquema de la antorcha de un ICP-MS. 
 
Al encender el equipo, una chispa de alto voltaje provoca iones de Ar+ y 
electrones en las paredes del tubo más externo de la antorcha creando el 
plasma, el cual llega a la zona de inducción y se acopla al campo oscilante. El 
campo electromagnético alternante mueve los iones, que chocan entre sí 
siguiendo trayectorias anulares y alcanzando temperaturas en el núcleo de 
hasta 10000 K. Hay que destacar el papel del gas auxiliar, que entra en la 
antorcha de forma tangencial y cuyo flujo crea una zona anular entre el plasma 
y el tubo de cuarzo a menor temperatura, evitando que el tubo se funda por las 
altas  temperaturas del plasma.  
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La muestra ionizada, que se encuentra a alta temperatura y a presión 
atmosférica debe pasar al espectrómetro de masas, que se encuentra a alto 
vacío (10-6 mbar), esto es posible gracias a la “interfase de extracción” (Figura 
2.4.). 
 
 
Figura 2.4. Esquema de la interfase de extracción. 
 
Esta interfase posee 2 conos de metal (de Ni o Pt) con un orificio central 
de  0.5-1 mm, a través del cual pasa una parte de la muestra hacia cámaras 
con un  vacío creciente. Al primer cono se le denomina “sampler” (muestreador) 
y a través de él se accede a una cámara con un vacío de 10 mbar generado por 
una bomba mecánica de vacío. A una distancia media de unos 10 mm se sitúa 
el segundo cono, llamado “skimmer” (separador), con un orificio central de 0.5 
– 0.7 mm; a través de él la muestra llega a una cámara con una presión de 10-3 
mbar, generado por una turbobomba. 
Una vez atravesada esta interfase, los iones son enfocados hacia el 
analizador, donde la presión es de tan sólo 10-6 mbar, mediante un sistema de 
lentes iónicas. 
Las lentes iónicas tienen como función enfocar el haz de iones desde el 
“skimmer” hacia el detector de masas. El sistema está formado por 4 lentes 
cilíndricas que se encuentran a un potencial controlado. 
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Estas lentes funcionan de forma análoga a las lentes electrónicas 
utilizadas en televisores y microsondas de electrones.  
En la Figura 2.5. se muestra el recorrido de los iones a través de las 
distintas lentes iónicas.  
 
Figura 2.5. Disposición de las lentes iónicas en el ICP-MS. 
 
  
Las lentes iónicas focalizan el haz de iones al analizador, que se 
caracteriza por una determinada resolución, sensibilidad, velocidad de barrido e 
intervalo de masas.  
Los más utilizados en ICP-MS son los filtros de masas cuadrupolares (Q-
ICP-MS), debido a su menor coste, menor tamaño, intervalo de masas lineal, 
mayor velocidad de barrido, simplicidad de construcción y manejo. 
El cuadrupolo está formado por cuatro barras metálicas, alineadas 
paralelamente entre sí y equidistantes del eje central. Las barras opuestas están 
unidas. 
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Figura 2.6. Esquema del analizador y del detector del ICP-MS. 
 
Mediante la aplicación a cada pareja de barras opuestas de voltajes 
variables de corrientes continua  y alterna de radiofrecuencia superpuesta se 
consigue que iones de masas determinadas pasen por el espacio conformado 
por las cuatro barras polares, siguiendo trayectorias estables que les conducen 
al detector.  
El cambio de estos voltajes va enfocando sucesivamente las diferentes 
masas presentes en el haz iónico que cruza el cuadrupolo, permitiendo hacer 
un rápido barrido de todo el intervalo de masas y así obtener el espectro 
correspondiente. 
El sistema más utilizado es el canal multiplicador de electrones CEM. Su 
efecto es similar al de un fotomultiplicador. 
Consiste en un cono curvado cuyo interior está recubierto por un oxido 
de plomo semiconductor. Para detectar los iones positivos, se le aplica un 
potencial negativo (-3 KV) para atraer a los iones procedentes del 
espectrómetro. Cuando los iones chocan contra la superficie interna del  cono 
se producen electrones secundarios. 
El potencial dentro del cono varía con la posición, de forma que los 
electrones secundarios se mueven en la dirección de los potenciales menos 
negativos chocando continuamente por el camino y originando nuevos 
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electrones secundarios, que a su vez se moverán y chocarán de forma que por 
cada ión incidente se pueden producir  del orden de 108 electrones. 
 
2.6.1.2. Optimización  
Los parámetros operativos que hay que tener en cuenta a la hora de 
optimizar el equipo son la posición de la antorcha, el flujo de gas y la posición 
de las lentes extractoras e iónicas.  
La optimización del equipo debe llevarse a cabo al inicio de cada sesión 
de medida, mediante la visualización en pantalla y ajuste de la señal producida 
por una disolución multielemental de 10 µg l-1  de Mg, Pb y Rh, buscando las 
mejores condiciones de forma que la señal del 103Rh sea máxima (en torno a 
30000 cps), y las señales del 24Mg y 208Pb se encuentren en torno a 15000 cps. 
La señal del Pb debe ser inferior a la del Mg y ésta a su vez inferior a la del Rh 
porque la sensibilidad en los extremos del intervalo másico es menor que en 
centro (señal del Rh.) 
Una vez optimizado el equipo se requieren unos 30 minutos para que 
se estabilice el plasma y se pueda proceder al análisis. 
Para el valor másico 220 no se registra ninguna especie, por lo que se 
toma como  la lectura del ruido de fondo.  
 
2.6.1.3. Modos de medida  
La mayoría de equipos de ICP-MS contienen un calibrado interno de 
sensibilidad (cambio de respuesta por unidad de concentración) para cada 
elemento o unidad másica; este modo de medida se llama “Total Quant®” en 
los equipos Elan de Perkin Elmer. 
Esta curva puede usarse para calibrar el instrumento y dar un dato  
semicuantitativo. Antes de medir en este modo es necesario redefinir (o 
recalibrar) esta curva ya que las condiciones pueden variar diariamente. Para 
ello se utiliza una disolución multielemental de 100 µg l-1 de Be, Ge, Tb y Re, 
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que permite recalibrar la respuesta de sensibilidad en todo el intervalo de 
masas barrido. 
Este modo de análisis resulta muy útil, ya que permite determinar hasta 
83 elementos simultáneamente, con una exactitud media de un 20% en unos 
pocos minutos, sin necesidad de utilizar patrones externos de todos los 
elementos. La exactitud de este método varía altamente en función del 
elemento y de la matriz. 
El análisis cuantitativo es el modo de medida más utilizado y sensible, se 
caracteriza por la utilización de patrones que cubran el intervalo de 
concentraciones esperado para la muestra y la interpolación en el calibrado 
correspondiente que  se realiza por regresión de mínimos cuadrados. 
Aunque los equipos modernos de ICP-MS producen señales 
relativamente estables durante largos periodos de tiempo, puede producirse 
cierta “deriva instrumental” (variaciones temporales de la señal debidas a la 
variación de la eficacia de ionización del plasma, fluctuaciones de temperatura 
y humedad, variaciones en la eficiencia del transporte de la muestra, etc). Por 
ello se utiliza un patrón interno, elemento que se añade en concentraciones 
conocidas para corregir la variación de señal. Normalmente se utiliza 103Rh por 
ser un elemento monoisotópico, no interferido y que no suele estar presente en 
muestras habitualmente. 
 
2.6.2. AFS: Espectrometría de fluorescencia atómica 
Se pueden distinguir dos regiones de fluorescencia según el intervalo de 
longitudes de onda en la que se sitúa la radiación fluorescente, en la zona de 
rayos X y UV-Visible. La primera corresponde a los electrones de las capas más 
profundas, se conoce con el nombre de fluorescencia de rayos X, y se aplica 
fundamentalmente al análisis elemental en fase sólida. En la segunda 
intervienen los electrones de valencia, se conoce con el nombre de 
fluorescencia atómica, y se suele aplicar en muestras en estado líquido y estado 
gaseoso. 
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 La fluorescencia atómica consiste en la emisión óptica  a partir de 
átomos que han sido excitados a niveles energéticos superiores por absorción 
de radiación electromagnética. 
Su principal ventaja, comparada con la absorción es su mayor 
sensibilidad, debido a que la fluorescencia tiene una menor señal de fondo. La 
excitación a la longitud de onda de resonancia es selectiva para cada elemento 
y por tanto está libre de interferencias. 
 Del fenómeno de la fluorescencia atómica se tiene constancia desde 
finales del s.XIX, si bien no fue hasta 1956 cuando Alkemade estudió los 
procesos fisico-químicos de atomización y sugirió el uso de la fluorescencia 
atómica en análisis químico. En 1964 el grupo de Winefordner desarrolló la 
fluorescencia atómica como técnica propiamente analítica (Winefordner, 1982). 
 En la fluorescencia atómica, los átomos del analito son excitados por 
una fuente externa a un estado electrónico de alta energía. Éstos pueden volver 
a su estado fundamental emitiendo un fotón de varias formas. Según los niveles 
implicados en los procesos de excitación – relajación se pueden distinguir 5 
tipos de fluorescencia (Figura 2.7). (Ingle y Crouch, 1988): a) Fluorescencia de 
resonancia: interviene un único nivel superior e inferior de energía, por lo que 
la longitud de onda de absorción es igual a la de emisión; b) Fluorescencia de 
línea directa: el electrón excitado vuelve a un nivel de energía superior al de 
procedencia. La longitud de onda es mayor que la absorbida. El resto de la 
energía se puede perder por emisión de otro fotón o mediante desactivación 
por choques; c) Fluorescencia en cascada: la absorción va seguida de 
desactivación colisional hasta un nivel excitado de menor energía y de emisión 
de radiación de menor energía que la absorbida. Estas dos últimas son 
fluorescencia de  Stokes ya que la longitud de onda de emisión es mayor que la 
de excitación; d) Fluorescencia asistida térmicamente: el electrón alcanza, tras 
la absorción, un segundo estado excitado mediante excitación no radiante 
(colisión con especies energéticas presentes en la llama, etc.). En el proceso de 
fluorescencia se regresa al estado fundamental o a otro de mayor energía que 
éste. La longitud de onda emitida puede ser menor o mayor que la absorbida. 
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Si es menor se trata de fluorescencia anti-Stokes y e) Fluorescencia 
“sensibilizada”: se da cuando el átomo excitado tras la absorción transfiere 
parte o toda su energía a un átomo de distinta naturaleza, y es éste el que 
emite radiación al volver a un estado de inferior energía. 
 
Figura 2.7. Tipos de fluorescencia. 
 
El tipo de fluorescencia que tiene una mayor aplicación analítica es la 
fluorescencia de  resonancia,  ya que las probabilidades  de  transición son  
mayores y,  por tanto también se obtienen   intensidades de fluorescencia 
mayores. 
 Hay dos tipos de equipos de fluorescencia: los dispersivos y los no 
dispersivos. Se diferencian en que los dispersivos son más complejos, pues 
contienen un monocromador que actúa de forma similar a un equipo de 
emisión atómica. Los instrumentos no dispersivos utilizan lámparas de descarga 
que emiten a longitudes de ondas concretas para cada elemento, por lo que no 
necesitan el uso de monocromadores. La fuente ideal es el láser, pero todavía 
no se ha popularizado su uso. 
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La técnica de generación de hidruros se empezó a popularizar en la 
década de 1970. Tsujii y Kuga (1974)  fueron los primeros en proponer la 
combinación de la generación de hidruros con la AFS no dispersiva, para la 
determinación de arsénico utilizando Zn como reductor. Un año después 
Thompson (1975) desarrolló un sistema de AFS dispersivo para la 
determinación de As, Sb, Se y Te tras la generación de los correspondientes 
hidruros consiguiendo límites de detección de entre 0.06-0.1 µg l-1. 
Posteriormente Nakahara et al. popularizaron el uso de instrumentación no 
dispersiva para la determinación de As, Sb, Se, Te y Bi, puesto que tiene mayor 
sensibilidad (llega más radiación al detector) y permite la medida simultánea de 
todas las líneas de fluorescencia (Nakahara et al., 1979; Nakahara et al., 1980; 
Nakahara et al., 1981; Kobayashi et al., 1979; Nakahara y Wasa, 1985).   
 
2.6.2.1. Generación de hidruros y vapor frío 
Las técnicas de generación de hidruros y vapor frío mejoran 
sustancialmente los límites de detección de la AFS (entre 10 y 100 veces 
respecto a otros procesos de nebulización más comunes), ofreciendo como 
ventajas adicionales la separación del analito de la matriz (se eliminan las 
interferencias debidas a la matriz), una mayor selectividad, la posibilidad de 
especiar y la fácil automatización. Sin embargo, es una técnica que se ve muy 
afectada por el estado de oxidación de los analitos y algunas condiciones 
experimentales, como la acidez de las muestras, la concentración de reductor y 
los caudales de los gases de transporte, por lo que es necesaria la optimización 
de estos parámetros para cada analito y un control estricto de las condiciones 
experimentales. 
El análisis  mediante estas técnicas incluye tres etapas: la generación del   
analito volátil, su transferencia al atomizador y su descomposición en átomos 
(esta etapa no es necesaria para el mercurio). 
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La reducción de los analitos (A) a sus hidruros se realiza habitualmente 
con tetrahidroborato sódico, según la reacción:  
                 +An+
NaBH4 +3H2O + HCl             H3BO3 + NaCl +8H+                AHn + H2  
 
Se puede usar para generar los hidruros de As, Sb, Se, Te, Bi, Ge, Pb y 
Sn. Los tiempos de reacción varían entre 10 y 30 segundos aunque la 
descomposición del tetrahidroborato es completa en tan sólo una fracción de 
segundo en condiciones ácidas. Dado que este reactivo es bastante inestable se 
recomienda que se estabilice con NaOH, que se prepare diariamente o se filtre 
a través de una membrana y se guarde en nevera. 
La técnica de vapor frío opera de una forma similar a la de generación 
de hidruros en la que el mercurio se reduce a su estado elemental, Hg(0), 
seguido de su transporte y detección por fluorescencia.  Esta técnica sólo es 
aplicable al mercurio, dado que es el único elemento metálico que es líquido a 
temperatura ambiente y posee una presión de vapor relativamente alta. 
Como reductor es preferible utilizar cloruro de estaño ya que el uso de 
NaBH4 aumenta el riesgo de interferencias porque es un reductor más potente y 
se pueden cogenerar hidruros de otros elementos presentes en la muestra. 
2.6.2.2. Componentes del equipo 
En la Figura 2.8. se muestra el esquema del equipo de fluorescencia 
atómica con generación de hidruros o vapor frío. Ambos sistemas son análogos 
y sólo se diferencian en el sistema de detección y en el reductor utilizados, 
como veremos más adelante. 
Las muestras que se vayan a analizar por HG-AFS o CV-AFS deben ser 
acidificadas y tratadas con NaBH4 para generar el hidruro correspondiente o 
con SnCl2 para generar Hg(0). El sistema más utilizado consiste en aspirar 
continuamente un flujo de reductor y de muestra o blanco que se hacen confluir 
en el bucle de reacción. Los hidruros y el Hg(0) que se forman son separados de 
la fase acuosa en el separador gas-líquido y arrastrados por una corriente de 
argón hacia el sistema Permapure®, donde se secan con una corriente de aire 
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sintético a contracorriente y llegan al detector. En el caso de la HG-AFS el 
sistema de detección incluye una llama de difusión de hidrógeno, donde los 
hidruros se atomizan, se excitan y se registra su señal de fluorescencia atómica. 
Dado que la generación continua de los hidruros o Hg(0) consume 
mucha muestra es aconsejable utilizar un bucle con un volumen adecuado para 
introducir la muestra, sin que se pierda sensibilidad. 
 
 
Figura 2.8. Esquema del equipo de fluorescencia atómica con generación de 
hidruros o vapor frío. 
 Los componentes básicos del espectrómetro de fluorescencia atómica 
son:  
- La fuente de excitación: dado que  la intensidad de fluorescencia es 
directamente proporcional al la intensidad de la fuente de excitación, se utiliza 
una lámpara de cátodo hueco con descarga de excitación BDHCL, que 
proporciona una emisión muy intensa en un intervalo muy estrecho de longitud 
de onda (Corns y Stockwell, 1993). 
- Como sistema de propulsión de muestras y reactivos se utilizan 2 bombas 
peristálticas con tres posiciones de velocidad. 
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- Una válvula controlada electrónicamente que permite alternar entre el blanco 
y la muestra. 
- Un  separador gas-líquido cuya función es separar los hidruros gaseosos de la 
disolución líquida. 
- Un sistema Permapure® de secado: se utiliza para eliminar la humedad de la 
muestra gaseosa antes de que entre al detector y que consiste en dos tubos 
concéntricos de 24 cm de longitud conectados mediante piezas en forma de T 
como muestra la Figura 2.9. El tubo interior es una membrana higroscópica de 
Nafión y el tubo externo está fabricado en  PTFE. Al pasar el gas a lo largo de la 
membrana la humedad se separa y se transfiere al tubo externo. El gas de 
secado (aire) entra de forma perpendicular y en contracorriente a la muestra, 
secando la superficie de la membrana. 
 
 
  Figura.2.9. Esquema del sistema Permapure®. 
 
- El sistema de atomización utilizado en HG-AFS es una llama de 
difusión redonda de hidrógeno y argón, de relativamente baja energía y que 
prácticamente no emite por debajo de 300 nm, sin embargo hay emisiones 
entre 305 y 325 nm debido a los grupos OH que puede ser detectada por el 
fotomultiplicador. En los inicios de la técnica los mecanismos de atomización se 
creían que se debían a la descomposición térmica de los hidruros, sin embargo 
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en la actualidad se sabe que los hidruros covalentes se atomizan 
mayoritariamente por la interacción con radicales libres de hidrógeno, además 
de por descomposición térmica. En la formación de radicales libres interviene el 
oxígeno según las siguientes reacciones: 
H +O2 ? OH· + O·
O· +H2 ? OH· + H·
OH· +H2 ? H2O +H·
La descomposición de los hidruros se debe a la recombinación de 
átomos de hidrógeno que reaccionan con los radicales libres según las 
siguientes reacciones para el caso de la arsina: 
AsH3 +H· ? AsH2 + H2
Seguida de 
AsH2 + H· ? AsH + H2
y 
AsH + H· ? As + H2
 
- El filtro multirreflectante aisla la longitud de onda del analito y reduce las 
emisiones debidas a la llama. Para evitar que al detector llegue emisión 
procedente de la lámpara, se sitúa a 90 º respecto a la lámpara, tal como 
muestra la Figura 2.10. 
– El sistema de detección consiste en un conjunto de lentes y focos para recoger 
la radiación útil y enfocarla hacia el filtro multirreflectante y al tubo 
fotomultiplicador ciego a la luz solar. 
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Figura.2.10. Sistema de detección del equipo de fluorescencia atómica. 
  
2.6.2.3. Interferencias 
Las interferencias más importantes en fluorescencia atómica con 
generación de hidruros y vapor frío se deben fundamentalmente a la inhibición 
parcial o total de  la formación de los hidruros volátiles o Hg(0) en la fase 
líquida. Estas interferencias se deben a  la existencia de reacciones competitivas 
con el agente reductor entre la formación de los distintos hidruros y a las 
pérdidas del analito por coprecipitación o adsorción sobre la superficie de los 
metales precipitados. Las producen fundamentalmente los metales de transición 
que pueden formar hidruros tales como el Fe, Cu, Ni, Co y el grupo del Pt, si se 
encuentran en altas concentraciones.  
  Para eliminar o minimizar estas interferencias se pueden utilizar 
diferentes aproximaciones: diluir la muestra, aumentar la acidez de las 
disoluciones o introducir agentes quelantes o complejantes (como la l-cisteína, 
KI, ácido ascórbico, EDTA, etc…) 
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2.7. Aproximaciones al tratamiento de muestra  
Los métodos de digestión de la muestra deben descomponer de forma 
eficiente la matriz de las mismas liberando los analitos de interés o, al menos 
permitiendo su disolución completa (Lamble y Hill, 1998). La preparación de 
muestras sólidas incluye, además procedimientos de troceado, liofilización, 
molido y homogeneización. 
 
2.7.1. Leche
Concretando en el análisis de la leche, las técnicas  utilizadas 
tradicionalmente para su descomposición  engloban la digestión por vía seca 
(Coni et al., 1994), que produce una efectiva preconcentración de los analitos, 
utilizada con éxito incluso para la determinación de elementos volátiles como As 
(Cervera et al., 1994) o Se (Tam y Lacroix, 1982) y la digestión ácida en placa 
calefactora (Emmet, 1988) o en bomba a presión (Palacios et al., 1985). Estos 
métodos eliminan la matriz orgánica, pero tienen como inconveniente que 
consumen mucho tiempo y pueden producirse pérdidas o contaminación. 
Una aproximación diametralmente opuesta consiste en el análisis 
directo de la leche. La introducción sin ningún tratamiento previo de la leche  a 
los sistemas de nebulización del ICP fue probada por Emmet (1988)  y Coni et 
al. (1990) con resultados pobres en cuanto a exactitud y sensibilidad. Emmet 
atribuyó los malos resultados a la naturaleza grasa de la leche. Coni et al. 
destacaron el gran tamaño de las gotas de la leche y problemas en el trasporte 
o durante el proceso de nebulización que impedían la llegada cuantitativa de la 
muestra.  
Sin embargo, una dilución directa de la muestra con agua (1+4) se ha 
utilizado satisfactoriamente para la determinación de Fe, Cu, Mn, Sr, Ni, Cd, 
Hg, Pb, Zn, Al, Cr y Se en suero de leche (Rivero Martino et al., 2000).  
La aspiración directa de suspensiones acuosas también se llevó a cabo 
con éxito en la determinación de Na, K, Ca y Mg en fórmulas infantiles por 
espectroscopía de absorción atómica (de la Guardia et al. 1986) y en la 
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determinación de Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Cu, Mn y P  en leche por ICP-OES (Mc 
Kinstry et al., 1999). 
Una vía intermedia, que minimiza el tratamiento previo de la muestra y 
su manipulación puede consistir en la emulsificación con etoxinonilfenol   y la 
medida por ICP-AES de Ca, Cu, Fe, Mg, P y Zn (Carrión et al., 1994).  Otra 
alternativa utilizada por diversos autores es el uso de una mezcla de aminas 
comercializadas bajo el nombre de  reactivo CFA-C (Spectrasol, NY, USA) que 
se utiliza al 10% (v/v) en las suspensiones de leche en polvo y se aspira 
directamente al ICP (Nóbrega et al., 1997; Hua et al., 2000)  o se introduce en 
la cámara de grafito (Aleixo et al., 2003).  
Sin embargo, ninguna de estas aproximaciones se ha probado para la 
determinación de un gran número de elementos en leche. 
En la actualidad la digestión asistida por microondas parece ser la que 
cuenta con una mayor aceptación general. Esta técnica, introducida por primera 
vez en 1975 por Abu-Samra et al., reduce los tiempos de digestión 
drásticamente y la contaminación de la muestra al trabajar en sistemas 
cerrados, utiliza menos reactivos y evita la pérdida de elementos volátiles. 
Todas estas ventajas se deben a la gran eficacia del calentamiento, unido al uso 
de presiones elevadas, que permiten aumentar el punto de ebullición de los 
ácidos y facilitan la descomposición de las muestras. 
En la digestión asistida por microondas de muestras de leche se utiliza 
generalmente una mezcla de HNO3 65% y H2O2 30%. (Coni et al., 2000; Bocca 
et al., 2000; Prohaska et al., 2000; Krachler et al., 2000; Rivero Martino et 
al., 2001; Torres et al., 1999; Alegría et al., 1998; Alegría et al., 1996; Bryce et 
al., 1995) 
En general no es recomendable el uso de HCl en las digestiones, puesto 
que pueden formarse cloruros volátiles de algunos elementos de interés (como 
el As y Sb) y se pueden generar interferencias moleculares en el análisis por 
ICP-MS, si bien el uso de HCl parece ser imprescindible cuando se quiere 
determinar el Fe. 
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Finalmente, una alternativa ventajosa consistiría en la sonicación de la 
muestra a temperatura ambiente con ácidos minerales para su posterior 
medida por ICP-MS. Esta aproximación ha sido utilizada por Ho y Jiang (2002) 
para la determinación por ICP-MS de Cr, Zn, Cd y Pb en leche en polvo tras la 
sonicación en medio 0.5% (m/v) ácido ascórbico, 0.5% (v/v) Tritón X-100 y 1% 
(v/v) HNO3. Chmilenko y Baklanov (1992) desarrollaron un procedimiento muy 
simple basado en la sonicación durante sólo 2 minutos con HNO3 y HNO3-HCl 
para la determinación de Cd, Cu, Fe, Pb y Zn en productos lácteos por 
absorción atómica.  
Esta técnica ofrece beneficios inherentes como una mayor simplicidad, 
reduce la manipulación de la muestra y minimiza las posibles pérdidas de 
analito o su contaminación. 
 
2.7.2. Pescado 
Los métodos de mineralización más utilizados para la descomposición 
de la arsenobetaína y la determinación de arsénico total en productos de la 
pesca incluyen la digestión con ácidos concentrados, utilizando calentamiento 
por convección (Krynitsky, 1987), la calcinación con Mg(NO3)2/MgO (Ybáñez et 
al., 1992) y la digestión asistida por microondas (Ringmann et al., 2002; Vilanó 
y Rubio, 2001; Ybáñez et al., 1991; Vélez et al., 1997). Estos métodos aportan 
la suficiente energía como para destruir totalmente la matriz, disolviendo los 
analitos, pero también aumentan las posibles interferencias de matriz. 
Los métodos más recientes buscan la lixiviación de los analitos, 
utilizando mezclas adecuadas de ácidos y tratamientos de baja energía como la 
sonicación. Las mezclas utilizadas son muy diversas: El Azouzi et al. (1998) 
utilizan una mezcla de HNO3 1.6 mol l-1, HCl 1.2 mol l-1 y H2O2 0.1mol l-1, para 
determinar Ca, Cu, Fe, Mg, Mn y Zn en mejillones por absorción atómica e ICP-
MS. 
Los métodos de extracción deben asegurar una extracción cuantitativa 
de todas las especies de interés sin alterarlas. Los métodos más utilizados 
incluyen el uso de disolventes junto a la agitación física o la sonicación. Para la 
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extracción de las especies de arsénico en productos marinos el sistema más 
usado es metanol/agua. (Vélez et al., 1996 ; Suñer et al., 2001; McSheehy et 
al., 2001; Gallagher et al., 2001). 
También se ha utilizado acetonitrilo (Caruso et al., 2001), destilación 
asistida por microondas (Muñoz et al., 1999a) y el ataque con ácidos minerales 
como el HCl (Muñoz et al., 1999b; Beard y Lyerly, 1961). 
Aunque el uso de la mezcla metanol/agua ofrece extracciones 
cuantitativas de algunas especies orgánicas como la arsenobetaína, su uso no 
es satisfactorio cuando se determinan las especies inorgánicas. Lagarde et al. 
(1999) utilizando metanol/agua(1 :1 v/v) no consiguen extraer en tejido de 
mejillón las especies inorgánicas de arsénico.   
Muñoz et al. (1999b) también señalan que los métodos de extracción de 
arsénico inorgánico utilizando disolventes orgánicos no proporcionan 
recuperaciones cuantitativas, esto se debe a que el disolvente orgánico no es 
capaz de extraer el As (III) de los grupos tioles a los que está unido en las 
proteínas. Por esta razón es necesario utilizar una estrategia más agresiva, 
como el ataque con ácidos minerales como por ejemplo el HCl. 
Las especies de arsénico encontradas en comida se pueden extraer 
selectivamente con sulfúrico (Vaessen y Van Ooik, 1989)  de muestras 
liofilizadas, bajo esas condiciones los compuestos orgánicos permanecen 
estables. Se hace evidente la necesidad del desarrollo de análisis de 
especiación rápido a partir de muestras sólidas. 
Diversos compuestos organoarsenicales como la arsenobetaína, 
arsenocolina, Me4As+, arsenoazúcares y arsenicales con grupo arilo no forman 
hidruros volátiles al tratarlos con NaBH4 por lo que se han desarrollado 
numerosos métodos para descomponer estos compuestos arsenicales basados 
en la fotooxidación UV (Albertí et al. 1995; Tsalev et al., 2000; Howard et al., 
1999; Atallah y Kalman, 1991) y la termooxidación (Suñer et al., 2001) previa 
medida por un sistema de generación de hidruros.   
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2.8. Especiación 
La determinación del contenido total no proporciona la suficiente 
información para establecer si existe o no contaminación a nivel clínico o 
medioambiental. La movilidad, biodisponibilidad, toxicidad  y esencialidad 
dependen de las especies químicas que realmente estén presentes, ahí estriba 
la necesidad de realizar estudios de especiación.  
La Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC, 
Internacional Union for Pure and Applied Chemistry)  (Templeton et al., 2000) 
define el término “especiación” dentro del campo de la química analítica como 
la actividad que conduce a la identificación y/o medida de cantidades de una o 
más especies químicas individuales en una muestra. Las especies químicas son 
formas específicas de un elemento definido como composición isotópica, estado 
electrónico o de oxidación y/o complejos o estructura molecular. 
Es erróneo utilizar este término cuando se determina el contenido de un 
elemento en diferentes fracciones, en este caso se debe utilizar el término 
“fraccionamiento” que se define como el proceso de clasificación de un analito 
o grupo de analitos de cierta muestra según sus propiedades físicas (por 
ejemplo tamaño, solubilidad) o químicas (enlaces, reactividad). 
 
2.8.1. Importancia de la especiación en alimentos 
La biodisponibilidad de los elementos traza en los alimentos depende 
de la forma química en la que se encuentren. El agua es la muestra con 
diferencia sobre la que más estudios de especiación se han realizado (Das et 
al., 2001). Sin embargo, en la leche no hay muchos estudios de especiación y 
los que hay se centran en metales como el Zn, Cd, Se, Mg, Pb (Das et al., 
1996). 
Incluso sobre uno de los elementos más estudiados, como es el arsénico 
se conoce muy poco sobre las especies presentes en muchos alimentos, entre 
los que se encuentra la leche, por lo que resulta primordial el desarrollo de 
métodos analíticos para el estudio de estas especies. Asimismo, no se conocen 
estudios previos sobre la especiación de Sb ni Te. 
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En los organismos vivos se han detectado numerosas especies de 
arsénico (Tabla 2.10) que difieren ampliamente en sus propiedades 
toxicológicas. Las formas orgánicas de arsénico tienen una toxicidad limitada, 
por el contrario, las formas orgánicas de mercurio son mucho más tóxicas que 
las inorgánicas, por tanto la determinación del contenido total del elemento no 
refleja de forma precisa el riesgo toxicológico real.  
El orden de toxicidad de los compuestos de arsénico es: As (III) > As (V) 
>  DMA > MMA > As (0) > arsenobetaína. A nivel cuantitativo, la dosis letal 50 
(LD50) del As(III) se sitúa en 34.5 mg kg-1 y la del As(V) en 41 mg kg-1 . El DMA y 
MMA son mucho menos tóxicos, con LD50 de 1200 mg kg-1 y 1800 mg kg-1 
respectivamente. Dado que la arsenobetaína presenta una toxicidad muy baja 
no se ha podido determinar con exactitud su LD50, aunque se estima que es 
superior a 10000 mg kg-1(Shiomi, 1994). 
 
Tabla 2.10. Principales especies de arsénico, selenio y mercurio presentes en los 
organismos vivos. 
Nombre Abreviatura Fórmula Química 
Arsenito, ácido arsenioso AsIII As(OH)3
Arsenato, ácido arsínico AsV AsO(OH)3
Ácido monometilarsónico MMAV CH3AsO(OH)2
Ácido dimetilarsínico DMAV (CH3)2AsO(OH) 
Óxido de trimetilarsina TMAO (CH3)3AsO 
Trimetilarsina TMAIII (CH3)3As 
Arsenobetaína AsB (CH3)3As+CH2COO-
Arsenocolina AsC (CH3)3As+CH2CH2OH 
Tetrametilarsonio Me4As+ (CHM3)4As+
Selenito Se(IV) SeO32-
Selenato Se(VI) SeO42-
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Tabla 2.10. (Continúa) 
Nombre Abreviatura Fórmula Química 
Selenometionin
a 
SeMet 
Se(-2) 
Se
NH2
O
OH
 
Selenoglutatión SeGlut 
Se(-2) 
HO
O
NH2
O
N
O
N
O
OH
H
H
HS
 
(Glutatión) 
Selenocisteína Secys 
Se(-2) 
H2N O
OHHSe
 
Metilmercurio MeHg+ CH3Hg+
 
Las técnicas más utilizadas hasta mediados de los 90 para la 
especiación en materiales biológicos son la espectroscopía de absorción 
atómica en llama  y cámara de grafito seguida del ICP-MS e ICP-AES. La 
fluorescencia atómica a penas se utilizaba debido a la falta de equipos 
comerciales (Das et al., 1996; Szpunar, 2000).  
Las técnicas más utilizadas para la especiación de arsénico en muestras 
medioambientales y biológicas suponen la combinación de la separación 
cromatográfica con la detección espectrométrica. La cromatografía líquida HPLC 
en sus diferentes modalidades, por exclusión, en fase normal, en fase reversa y 
de intercambio iónico es la técnica más utilizada seguida de GC y electroforesis 
capilar (Gong et al., 2000).  
Otra técnica que esta siendo cada vez más común en la actualidad es la 
generación de hidruros dado que presenta límites de detección 
extraordinariamente bajos y evita interferencias. Pero tiene como inconveniente 
que no todas las especies de arsénico forman hidruros, por lo que para detectar 
estas especies es necesaria una descomposición previa de la muestra. 
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Las técnicas analíticas más comúnmente empleadas en la separación y 
detección de las especies de antimonio son la cromatografía líquida HPLC 
combinada con la HG-AAS o ICP-MS con las que se consiguen límites de 
detección de entre 1- 2 µg l-1   (Zhang et al., 1998; Krachler y Emons, 2000). 
El antimonio es un elemento que ha recibido relativamente poca 
atención en el análisis de alimentos y medioambiental, debido posiblemente a 
que no es un elemento esencial y sus niveles de concentración suelen ser muy 
bajos, por lo que requiere una técnica muy sensible para su determinación. Sin 
embargo, tiene una toxicidad similar a la del arsénico y la EPA lo ha clasificado 
como contaminante prioritario. 
Los trabajos que encontramos  en la bibliografía sobre la especiación de 
Sb(III) y Sb(V) se centran en matrices tales como el agua (Castillo et al., 1986; 
Apte et al., 1986; Calle Guntiñas et al., 1992, 1993; Sun et al., 1993), plasma 
sanguíneo ( Petit de Peña et al., 1990 ; Kamuda y Yamamoto, 1977) y suelos 
(Calle Guntiñas et al., 1991).  Sin embargo, no encontramos referencias sobre 
la especiación en leche. 
La extracción de Sb en suelos es muy baja utilizando agua, ácido acético 
o mezclas de metanol/agua (Krachler y Emons, 2001), sin embargo en matrices 
biológicas es mucho más fácil. Petit de Peña et al. (2001) consiguen 
extracciones cuantitaivas de Sb(III) y Sb(V) utilizando ácido acético y ácido 
sulfúrico en sangre e hígado. 
Sobre “especiación” de selenio en leche la mayoría de estudios se 
limitan a realizar un fraccionamiento de la misma con el uso de permeación en 
gel. Negretti de Brätter et al. (1995) identifican cuatro picos de selenio de 
masas moleculares 10, 60, 1500 y >2000 kDa en leche humana.  
También es habitual utilizar la ultracentrifugación para separar distintas 
fracciones (Michalke et al., 1998), o simplemente separar la grasa y proceder al 
análisis de leche entera, desnatada y suero (Rivero Martino et al., 2001).  
En la bibliografía encontramos un estudio pionero sobre la especiación 
de Se en leche en el que determinan Se (VI) y Se total por GC previa 
derivatización del Se (VI) con 1,2-diamino (IV) nitrobenceno. El Se (VI) 
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representa el 60% del total (Shimoishi, 1976). Michalke y Schramel (1998) 
aunque consiguen separar por CZE-ICP-MS seis especies de Se – Se(IV), Se(VI), 
selenocistamina, selenocistina,  selenometionina y selenoglutatión-, encuentran 
problemas en la identificación de éstas especies en leche debido a que los 
límites de detección (10-50 µg l-1) son demasiado cercanos a los contenidos en 
muestra, incluso después de una preconcentración de 10 veces (Michalke y 
Schramel, 1998). 
Ipolyi et al. (2001) consiguen separar y detectar 4 especies de Se: - 
Se(IV), selenocistina, selenometionina y selenoetionina -  por HPLC-HG-AFS sin 
necesidad de una etapa de reducción o descomposición previa de las especies 
orgánicas. Pero los límites de detección (16-96 µg l-1) siguen siendo demasiado 
altos como para que su aplicación en muestras de leche sea posible. 
El teluro, al igual que el antimonio es un elemento al que se le ha 
prestado muy poca atención. En comparación con el gran número de estudios 
sobre especiación de arsénico y selenio, a penas hay trabajos sobre la 
especiación de teluro y se limitan a la especiación en suelos (Basnayake et al., 
2001; Gruter et al., 2000; Casiot et al., 2002) y aguas  (Yu et al., 2003). 
Los límites de detección en la determinación de Te(IV) y Te(VI)  en suelos 
por CE-ICP-MS fueron 0.70 y 99 µg l-1 respectivamente (Casiot et al., 2002). 
La especie mayoritaria de Hg en pescado es el metilmercurio (MeHg), ya 
que representa más del 80% según Bloom (1992). 
Recientemente Harris et al. (2003) han descubierto una nueva forma de 
mercurio en pescado, llamada metilmercurio cisteína, que es mucho menos 
tóxica que el cloruro de metilmercurio, modelo comúnmente utilizado en 
toxicología como la forma química de mercurio presente en pescado. 
Una de las etapas críticas en la especiación de mercurio en pescado es 
la extracción cuantitativa de las especies. 
Los métodos de extracción de las especies de mercurio en pescado 
incluyen: a) Destilación (Eiden et al., 1997), b) Digestión alcalina (Fischer et al., 
1993; Cai y Bayona, 1995; Ubillús et al., 2000) y c) Lixiviación ácida (Río 
Segade y Bendicho, 1999). 
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Cabañero Ortiz et al. (2002) comparan la extracción alcalina con la 
lixiviación ácida, encontrando extracciones cuantitativas sólo con el uso de HCl. 
Una de las formas de especiar más utilizada y fácil consiste en la 
extracción de las especies de mercurio, ya sea ácida (Río Segade y Bendicho, 
1999) o básica (Ubillús et al., 2000) de los tejidos del pescado, posteriormente 
el mercurio inorgánico se determina por reducción selectiva con SnCl2 y el 
MeHg por reducción con NaBH4 en sistemas CV-AAS.  
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3. OBJETIVOS 
La sociedad actual demanda, cada vez más, el desarrollo de protocolos 
de análisis rápidos y fiables para garantizar la calidad y seguridad alimentaria, 
especialmente en productos alimenticios básicos, como la leche o aquellos, que 
debido al contenido potencialmente alto de determinados metales pesados 
puedan suponer un riesgo para la salud, como los productos de la pesca. Sin 
embargo, no es suficiente con establecer el nivel máximo de la concentración 
elemental sino que es necesario indicar los niveles máximos de las diferentes 
formas químicas de los elementos, ya que los estudios bromatológicos y 
toxicológicos han demostrado que no todas las formas químicas de un mismo 
elemento, ni todos sus posibles estados de oxidación presentan la misma 
capacidad de absorción por el organismo ni son igualmente tóxicos o nocivos. 
En la actualidad, el principal problema que  se plantea en el campo de 
la especiación es la necesidad de desarrollar metodologías simples y 
contrastadas para la lixiviación de las especies a partir de las muestras sin 
alterarlas. Las metodologías más utilizadas en la especiación suponen una 
combinación entre dos técnicas, normalmente la separación se produce por 
cromatografía líquida de alta resolución HPLC, utilizando columnas de 
intercambio iónico o de exclusión (en el caso del As, Sb y Se) o la cromatografía 
de gases GC para Sn, Pb y Hg y la detección más utilizada es la espectrometría 
de masas con plasma de acoplamiento inductivo ICP-MS, técnicas que no están 
al alcance de cualquier laboratorio de control de calidad. 
El objetivo principal de esta tesis es el estudio, desarrollo y comparación 
de procedimientos, tanto para la determinación total de metales y metaloides 
por espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo ICP-MS en 
leche, como la extracción de las especies de As, Sb, Se, Te, Bi y Hg en dos 
grupos de alimentos, leche y productos de la pesca, utilizando como técnicas de 
detección la espectroscopía de fluorescencia atómica con generación de 
hidruros HG-AFS o por vapor frío CV-AFS. 
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Las estrategias se desarrollarán buscando la mayor versatilidad posible, 
es decir, que permitan una extracción cuantitativa para el mayor número de 
analitos y la medida secuencial en un mismo extracto, que sean extrapolables a 
alimentos de distinta naturaleza y que sean asequibles a nivel económico. 
 
Para alcanzar este propósito se plantearon los siguientes estudios que 
cubren una serie de objetivos ligados al desarrollo de métodos alternativos de 
análisis bien contrastados. 
 
1. Estudio de la composición elemental de muestras de leche comercializadas 
en España. 
1.1.Puesta a punto de métodos rápidos para la determinación total de 
45 elementos (Li, Al, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Y, 
Mo, Ag, Cd, In, Sn, U, Sb, Te, Cs, Ba, Hg, Pb, Bi, Th, La, Ce, Pr, Nd, 
Sm, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Hf y Ta) en leche por ICP-MS. 
1.2. Validación del procedimiento desarrollado de tratamiento de 
muestras de leche por ICP-MS por comparación con otras alternativas 
existentes en la bibliografía. 
 
2. Búsqueda de las condiciones más adecuadas para la determinación  
cuantitativa de As, Sb, Se, Te y Bi por HG-AFS, y Hg por CV-AFS, en términos de 
máxima sensibilidad, precisión y exactitud, así como la minimización del tiempo 
de análisis, consumo de reactivos y generación de residuos. 
 
3. Puesta a punto de métodos rápidos de digestión asistida por microondas, 
validados con métodos de referencia, estudios de recuperación y análisis de 
muestras certificadas, cuando sea posible. 
3.1. Determinación del contenido total de As, Sb, Se, Te y Bi en 
muestras de leche por HG-AFS. 
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3.1.1. Búsqueda de las condiciones para la determinación 
conjunta de As y Sb y, de Se y Te en una misma alícuota 
digerida. 
 
3.2. Determinación del contenido total de Hg en muestras de leche por 
CV-AFS. 
 
3.3. Validación de las metodologías desarrolladas evaluando la 
exactitud, límite de detección, precisión y selectividad. 
 
4. Desarrollo de una metodología alternativa menos destructiva que la digestión 
total, que permita una extracción cuantitativa del As, Sb, Se, Te, Bi y Hg en 
muestras de leche basada en la lixiviación ácida asistida por ultrasonidos y que 
ofrezca nuevas posibilidades para la especiación de los anteriores elementos. 
 
5. Desarrollo de un sistema de introducción de la muestra por 
multiconmutación para reducir el consumo de reactivos y minimizar la 
generación de residuos en la medida de Hg en muestras de leche por CV-AFS. 
           
6. Desarrollo de una metodología no cromatográfica altamente sensible, rápida 
y sencilla para la determinación de As(III), As(V), Sb(III) y Sb(V) en un mismo 
extracto en muestras de leche utilizando HG-AFS. 
6.1. Evaluación de las estrategias en cuanto a cuantitatividad de las 
extracciones y la preservación de las especies de As(III), As(V), Sb(III) y 
Sb(V). 
 
7. Desarrollo de un método no cromatográfico para la especiación de Se y Te 
en leche en sus estados de oxidación, IV y VI en un mismo extracto. 
7.1. Evaluación de las estrategias en cuanto a cuantitatividad de las 
extracciones y la conservación de las especies de Se(IV), Se(VI), Te(IV) y 
Te(VI). 
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8. Desarrollo de un sistema en línea para la determinación de Hg libre y Hg 
orgánico en muestras de productos de la pesca, basado en la extracción ácida 
de las especies asistida por ultrasonidos. 
 
9. Desarrollo de un proceso de extracción y determinación selectiva de las 
principales especies tóxicas de As: As(III), As(V), MMA y DMA en productos de la 
pesca sin necesidad de separación cromatográfica previa.  
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“Cuando la ignorancia es felicidad, es una locura ser sabio.”  
    Thomas Gray 
 
 
Resumen  
4. RESUMEN  
 
La presente tesis doctoral integra 10 trabajos, que pueden clasificarse 
en 4 áreas distintas: 1) Análisis multielemental por ICP-MS, en este apartado se 
incluye el primer trabajo que compone la tesis doctoral y que supone uno de los 
estudios más completos sobre la composición elemental de muestras de leche 
comercial, tanto líquidas como en polvo; 2) Análisis por HG-AFS, se incluyen 
cuatro trabajos en los que se estudian las mejores condiciones para la 
determinación del contenido total de As, Sb, Se, Te y Bi en leche por HG-AFS, 
utilizando la digestión asistida por microondas y la formación de suspensiones; 
3) Análisis por CV-AFS, trabajo en el que se determina el contenido total de Hg 
en leche utilizando la multiconmutación y la formación de suspensiones y 4) 
Especiación no cromatográfica, este apartado lo componen cuatro trabajos que 
se centran en la especiación de As, Sb y Se, Te en leche y especiación de Hg y 
As en pescados. 
Todos ellos se sustentan en la idea común del desarrollo de 
metodologías rápidas, simples y contrastadas para el tratamiento de la muestra. 
 
4.1.Estudio preliminar sobre la ubicación de los metales traza en la leche 
En uno de las primeras experiencias se procedió a la separación del 
suero de la leche por el procedimiento clásico de precipitación con HCl en 
caliente; se separa el suero de la fracción proteica mediante filtración, y se 
determina el contenido de As, Sb, Se, Te y Bi.  Los resultados se muestran en la 
Tabla 4.1.  
Aparentemente los metales traza se encuentran preferentemente en la 
fracción proteica, pudiéndose encontrar enlazados a proteínas o bien 
simplemente adsorbidos. Con este estudio se confirmó la necesidad de analizar 
la leche en su totalidad puesto que el análisis del suero sólo aporta una fracción 
del total de los metales traza, a diferencia de los metales alcalinos y 
alcalinotérreos, en los que es suficiente con analizar el suero. 
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Tabla 4.1.Contenidos de metales traza en suero de leche de vaca. 
Elemento Contenido ng ml-1 % Extracción respecto a la digestión 
asistida por microondas 
As(a) 1.56 ± 0.04 35.5 
Sb(a) 0.44 ± 0.05 6.3 
Se(a) 5.6 ± 0.1 44.8 
Te(a) 2.8 ± 0.4 45.9 
Bi(b) 16.0 ± 0.5 75.1 
Notas: (a) Suero de leche entera; (b) Suero de leche entera enriquecida 
con calcio. 
 
4.2. Análisis multielemental por ICP-MS 
Se determinó el contenido total de 45 elementos por dos modos de 
medida (cuantitativo y semicuantitativo): Li, Al, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, 
As, Se, Rb, Sr, Y, Mo, Ag, Cd, In, Sn, U, Sb, Te, Cs, Ba, Hg, Pb, Bi, Th, La, Ce, Pr, 
Nd, Sm, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Hf y Ta, tras un tratamiento rápido 
basado en la sonicación de las muestras a temperatura ambiente con agua 
regia.  
Las muestras de leche líquida, a su vez, se analizaron tras su digestión 
asistida por microondas y por dilución simple 1:4. Dado que éste último método 
ocasionaba problemas de obturación y proporcionaba niveles de concentración 
muy inferiores a los otros, no se empleó para el análisis de leche en polvo.  
La metodología propuesta se validó mediante el análisis de una muestra 
certificada SRM  NIST-1549 “non-fat milk powder” y estudios de recuperación 
en los intervalos de concentración encontrados en las muestras. 
La leche es una fuente natural de elementos traza, pero ¿hasta qué 
punto los elementos que contiene son originarios de la leche y qué proporción 
se incorpora a través del proceso de producción, envasado y transporte? La 
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concentración de elementos traza en la leche depende de un gran número de 
factores tanto endógenos como exógenos. Para la mayoría de elementos 
esenciales (como el Zn, Mo, Mn, Co y Se) las glándulas mamarias poseen 
ciertos mecanismos para regular sus concentraciones y mantenerlas dentro de 
un intervalo, incluso aunque la dieta de la madre se modifique. Para otros 
elementos, como el Sb, Cr y Ti, entre otros, parece no haber este control 
(Wappelhorst et al., 2002; Rossipal et al., 2000). 
Parece lógico suponer que aquellos elementos que se encuentren en 
concentraciones más o menos constantes para las distintas muestras de leche 
deben tener una misma procedencia, ya sea natural o por la fabricación; 
mientras que aquellos cuyos valores varíen drásticamente deben concurrir en 
fenómenos impredecibles y constituyen parámetros discriminantes que pueden 
llegar a permitir su localización o al menos clasificación. Se observan 
variaciones importantes en las concentraciones de Zn, Rb, Sr, Mn, Co, Se, Ba y 
Bi, entre otros, por lo que estos elementos pueden ser de gran valor a la hora 
de caracterizar las muestras de leche. 
Los preparados de leche en polvo listos para tomar proporcionan niveles 
más altos de Cr, Mn, Fe, Zn y Rb que la leche líquida. Muchos elementos traza 
son absorbidos a lo largo del tracto intestinal en menor extensión cuando 
proceden de leche en polvo que cuando están presentes en  leche líquida; por 
ello las leches en polvo se refuerzan con Fe, Cu y Zn para compensar su menor 
biodisponibilidad. 
 
Se compararon los contenidos encontrados, siempre que fue posible, 
con los descritos en la bibliografía (Tabla 4.2.) para detectar posibles valores 
anómalos. 
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Tabla 4.2. Intervalos de contenidos recogidos en la bibliografía (Tablas 2.3. y 
2.4.) para algunos elementos y valores encontrados en el presente estudio. 
Concentraciones en µg l-1 salvo si se indica lo contrario. * En mg l-1. 
  
Concentración  
Encontrada Leche humana Leche de vaca 
Al 3.2-102 <10-380 30±10 
As 2.7-10.3 0.2-36 0.2-50 
Ba 2.1-62.3 0.9-47 57.9±2.5 
Bi 10.7-23.2 <0.09-20 50 
Cd 0.2-3.2 <0.18-5.0 0.07-1.82 
Co 1.16-10.2 0.15-9.1 - 
Cr 1.3-5.1 0.4-19.4 30±20 
Cs <LOD-0.7 1.7-7.7 - 
Cu 89-1288 62-1210 8.2-960 
Fe*  1.33-7.12 0.2-1.71 0.19-4.27 
La  0.04-3.7  
Li 163-2100 <0.08-1.3 - 
Mn 81-204 1.3-40 7.5-37 
Mo 2.8-26.5 <0.5-27 36.7±1.5 
Nb  0.03-0.07 - 
Ni 1.6-33 1.5-39 - 
Hg <LOD-0.55 0.2-13 - 
Pb 0.12-4.18 2.0-30 12.07-59.2 
Rb* 0.102-3.023 0.44-1.62 1.46±0.01 
Sb 3.6-12.9 <0.36-6.9 0.15-1.4*  
Se 11.6-31.2 9.2-77.9 6.8-56.5 
Sn 3.6-21.1 1  
Sr  550-3028 15-117 171-316 
Ti 6.3-115 0.09-530 - 
V 0.2-6.6 0.1-0.3 - 
Zn* 1.24-5.11 0.11-13.16 0.93-4.85 
 
 
Las concentraciones de la mayoría de elementos estudiados se 
encuentran dentro de los intervalos “normales”, excepto el Li y Sr, para los que 
se encontraron valores anormalmente altos, si bien hay que indicar que la 
determinación de Li se ve afectada por la dispersión de fotones y esto podría 
alterar los datos encontrados por ICP-MS. 
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En líneas generales las muestras aditivadas (con Ca, omega 3, 
minerales y vitaminas) contienen una concentración de elementos mayor que 
las no aditivadas. Se observa una estrecha relación entre la concentración de 
As/Sb y de Se/Te. Debido a su similar química el Te podría sustituir al Se y lo 
mismo puede suceder con el As y Sb. Además, la relación de As/Sb en leche es 
de aproximadamente 1:1, muy diferente de la encontrada en la corteza 
terrestre (10:1). 
Las concentraciones de Bi en las distintas muestras de leche varían en 
un intervalo relativamente estrecho, lo que apunta a una incorporación de este 
elemento por el proceso de fabricación y el uso de nuevas aleaciones de Bi. 
Entre las limitaciones de la metodología desarrollada hay que indicar 
que las muestras con mucha viscosidad producen un bloqueo de los tubos del 
nebulizador, por lo que es necesario limpiar con una disolución de HNO3 2% 
cada 10 muestras. 
Los límites de detección en el modo cuantitativo son mejores que en el 
modo semicuantitativo, por ello la mayoría de los lantánidos, que se encuentran 
en concentraciones muy cercanas a los límites de detección, no se detectaron en 
el modo semicuantitativo. Sin embargo, no se logra detectar Tulio, Lutecio ni 
Tántalo en ninguna de las muestras. 
 
4.3. Análisis por HG-AFS 
Las etapas más críticas  en el análisis por fluorescencia atómica previa 
generación de hidruros son el pretratamiento de la muestra, el efecto del 
estado de oxidación del analito en la señal analítica y el control de 
interferencias. 
Algunos de los elementos que forman hidruros pueden existir en 
diferentes estados de oxidación, que presentan no sólo diferente 
biodisponibilidad y toxicidad sino también diferente comportamiento  durante el 
pretratamiento y la producción de la señal analítica. Además, algunas especies 
organometálicas, como por ejemplo la arsenobetaína, la arsenocolina y el 
tetrametilarsonio no forman hidruros en absoluto; mientras que otras, como el 
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arsenato, MMA y DMA pueden producir señales en distinto grado, aunque 
siempre en menor extensión que el arsenito. 
Para aprovechar al máximo las características de un equipo instrumental 
es necesario buscar aquellas condiciones experimentales en las que se obtenga 
una mayor señal y mejor precisión de las medidas. Como etapa previa a esta 
búsqueda se consideró conveniente  determinar la sensibilidad que es posible 
alcanzar para los diferentes elementos en las condiciones propuestas por el 
fabricante y, de esta forma tener un punto de referencia para poder vislumbrar 
la evolución y eficacia del estudio de selección de las distintas variables. 
Con la optimización monoparamétrica de los caudales de muestra y 
reductor, concentraciones de HCl y NaBH4 y caudal de Ar se consiguió duplicar 
la sensibilidad del As y Sb, aumentar 1.5 veces la del Bi, 5 veces la del Se y 9 la 
del Te respecto de los valores indicados por el fabricante. Además, para evitar 
un consumo elevado de muestra se introdujo un bucle de muestra de 2 ml, que 
proporcionaba una señal de la misma intensidad que la obtenida de forma 
continua. 
4.3.1. Pretratamiento de la muestra 
El pretratamiento de la muestra cumple con diversos propósitos: a) 
Descompone la materia orgánica, liberando los analitos, b) Se supera la posible 
interferencia del nitrato presente y c) Convierte las formas químicas de As, Sb, 
Se y Te en un estado de oxidación común. 
La elevada sensibilidad de la técnica de HG-AFS permite el diseño de 
procedimientos en los que se tomen pequeñas cantidades de muestra. 
Utilizamos un sistema de digestión por microondas que emplea reactivos menos 
peligrosos que otros sistemas de digestión tradicionales (se utiliza H2O2 y HNO3 
en lugar de HClO4 y H2SO4). La mezcla HNO3/H2O2 produce una digestión total 
y no tiene el carácter explosivo del HClO4, ni ataca el PTFE como el H2SO4. 
Se partió de 1 g de leche, que se evaporó en estufa. Si se emplea una 
temperatura de  100 ºC se tarda toda una noche en conseguir la evaporación, 
mientras que a 160 ºC se consigue en a penas 2 horas sin que se produzcan 
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salpicaduras. Tras la evaporación queda un residuo carbonáceo de unos 150 
mg que se humedece totalmente con 1 ml de ácido.  
Esta etapa de evaporación se introdujo en un principio como medida de 
seguridad, para evitar sobrepresiones y minimizar el riesgo de explosiones en 
los reactores. 
Se probaron distintos tiempos de digestión (30 segundos a 2 minutos), 
número de ciclos (2 a 6) y potencias (500 a 700 W) con leche entera utilizando 
HNO3 y HCl. 
Se observó que el HNO3 solo no destruye totalmente las grasas, 
obteniendo emulsiones que ocasionan bastante problemas en la medida. El HCl 
tampoco es capaz de oxidar la materia orgánica totalmente, además no es 
recomendable su uso puesto que pueden formarse los cloruros volátiles de 
algunos elementos de interés (como el As y Sb). 
Ni el HCl ni el HNO3 por sí solos son capaces de destruir totalmente la 
materia orgánica en las condiciones estudiadas (potencia 500 W y tiempos 
inferiores a 3 minutos) por lo que es necesario el uso conjunto de H2O2 como 
agente oxidante. En los estudios de digestión empleando microondas 
domésticos observamos que se obtienen mejores resultados utilizando varios 
ciclos cortos que uno largo. 
La mejor alternativa que se encontró fue la combinación de HNO3 y 
H2O2, se probaron los tiempos indicados anteriormente hasta conseguir las 
condiciones idóneas para la digestión de la muestra que proporcionaba 
digeridos transparentes. 
Como método alternativo a la digestión total de las muestras se 
desarrolló un método basado en la lixiviación ácida asistida por ultrasonidos de 
las muestras. 
Sin embargo encontramos ciertas dificultades iniciales debido a que los 
restos de materia orgánica sin descomponer, fundamentalmente la lactosa y las 
grasas formaban espumas en el separador gas-líquido por reacción con el 
NaBH4, que producían la extinción de la llama en HG-AFS. El antiespumante, 
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añadido durante la sonicación a una concentración del 4% (v/v) evita la 
formación de espumas y estabiliza la suspensión. 
En resumen, la sonicación simplifica el tratamiento de la muestra, 
disminuye el tiempo del análisis y minimiza los riesgos de contaminación. 
El análisis de suspensiones fue introducido en 1974 por Brady et al. 
para el análisis de sólidos, esta aproximación toma las ventajas del análisis 
directo de sólidos y los métodos tradicionales de análisis de líquidos. 
Una de sus principales limitaciones es que no todas las suspensiones 
son lo suficientemente estables para obtener resultados reproducibles, o que el 
analito no se solubilice totalmente, por lo que a veces se han de utilizar agentes 
estabilizadores (Tritón X-100, glicerol, agentes antiespumantes) y sistemas de 
homogeneización (ultrasonidos, agitación mecánica, magnética, burbujeo 
gaseso). Estudios sobre la estabilidad de las suspensiones confirmaron que son 
estables durante al menos 10 minutos, tiempo suficiente para la medida de tres 
réplicas de una muestra por HG-AFS. 
En la actualidad las últimas tendencias sobre tratamiento de muestras se 
dirigen hacia la lixiviación asistida por ultrasonidos, técnica que ya ha sido 
utilizada con éxito en la determinación elemental y en la especiación en 
muestras biológicas (Cal Prieto et al., 2002).  
 
4.3.2. Influencia del estado de oxidación en la generación del hidruro 
La mayoría de elementos capaces de formar hidruros (como el As, Sb, 
Se y Te) pueden existir en diferentes estados de oxidación. La formación del 
hidruro correspondiente depende del estado de oxidación, puesto que 
únicamente se forman de manera cuantitativa y rápida a partir del estado de 
oxidación III (As, Sb) o IV (Se, Te) y, por tanto, para determinar contenidos 
totales es necesario reducirlos previamente. El Bi no requiere etapa de pre-
reducción ya que el estado (V) es metaestable, por lo que ya se encuentra como 
Bi(III). 
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La arsina (H3As) y estibina (H3Sb) se forman a partir de As(III) y Sb(III) 
respectivamente, por tanto si los metales se encuentran en estado de oxidación 
(V) es necesaria una etapa de reducción previa. El NaBH4 es capaz de reducir 
parcialmente el As(V) y Sb(V), pero la velocidad de la reacción de reducción es 
más lenta  que la de formación del hidruro, por lo que se obtiene una señal 
menor que para las correspondientes especies reducidas. 
Por reacción del As(III) con el NaBH4 se forma la arsina (H3As); aunque 
el As(V) también la forma, la eficiencia en la generación de la arsina a partir del 
As(V) es de entre un 65-67%. El MMA forma un hidruro monometilado 
(AsH2CH3) mientras que el el DMA forma el hidruro dimetilado (AsHC2H6) 
(Mester y Fodor, 1997). La eficiencia en la atomización es mucho mayor para la 
arsina  que para los hidruros metilados, esto explica la menor señal del  MMA y 
DMA. 
Los hidruros de selenio (H2Se) y teluro (H2Te) se forman a partir de las 
especies reducidas. El Se(VI) y Te(VI) son menos reactivos frente al NaBH4 y no 
se reducen a Se(IV) y Te(IV). Asimismo el HCl (incluso a concentración 6 mol l-1) 
a temperatura ambiente tampoco es capaz de reducirlos cuantitativamente, por 
lo que la introducción en el equipo de patrones de Se(VI) y Te(VI) no 
proporciona señal, siendo condición indispensable una etapa de pre-reducción.  
La etapa de pre-reducción se ha estudiado ampliamente, y las 
condiciones propuestas varían mucho, por ejemplo el tiempo de calentamiento 
a ebullición con HCl varía entre menos de 10 y más de 90 minutos. Sin 
embargo la mayoría de autores coinciden en que se necesita una concentración 
superior a  6 mol l-1  para conseguir la reducción cuantitativa (Bryce et al., 
1995; Brimmer et al., 1987; Ohata et al., 1998; Hill et al., 1995; Stripeikis et 
al., 2000; Moreno et al., 2000). La reacción red-ox que tiene lugar es la 
siguiente: 
SeO42- + 4H+ + 2X- → H2SeO3 + H20 + X2
Siendo X = Cl, Br. La constante de equilibrio a 25 ºC para el Cl- es 7.1 
10-11 kg4mol-4, y para el Br 1.1 kg4mol-4, por lo que está mucho más favorecida 
para éste último. 
 77
Resumen  
La reducción del selenio se favorece con la temperatura y al aumentar 
la concentración de HCl, sin embargo las condiciones óptimas dependen de 
cada muestra y del tratamiento previo que haya sufrido la misma. 
La pre-reducción del Se(VI) a Se(IV) utilizando HCl y Br- requiere 
condiciones más suaves, aunque también es necesario calentar sobre 50 ºC 
unos durante tiempos superiores a 15 minutos (Brindle y Lugowska, 1997; 
Ellend et al., 1996). Además es recomendable su uso para eliminar la 
interferencia del HNO3  en la generación de los hidruros (D’Ulivo, 1989).  
Estudios sobre la reducción de Se y Te en las condiciones estudiadas (medio HCl 
4.5 mol l-1) concluyeron que una concentración al 1% (m/v) de KBr y el 
calentamiento a 60ºC durante 30 minutos eran suficientes para conseguir una 
reducción cuantitativa y asimismo es una alternativa adecuada y menos drástica 
que el uso de HCl sólo como reductor. 
El KI es un agente reductor ampliamente utilizado en la reducción de 
Sb(V), As (V) y MMA, sin embargo su uso puede provocar interferencias debidas 
al I3-. En la determinación de As y Sb total en las muestras de leche se adiciona 
como reductor KI al digerido, que se encuentra en medio nítrico fuertemente 
ácido, bajo esas condiciones el I- se oxida a I3- que precipita en masa formando 
disoluciones muy oscuras e interfiriendo en la generación de hidruros. 
Para eliminar los problemas anteriores se escogió como reductor el 
ácido ascórbico AH2, que era añadido al finalizar la digestión por microondas. 
Al añadirlo se observó el desprendimiento de vapores nitrosos. 
El papel reductor del KI se ve reforzado por la presencia de ácido 
ascórbico, ya que, como muestra la Figura 4.1. el I- se regenera continuamente  
por la oxidación del ácido ascórbico. 
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(Ácido Deshidroascórbico A)
M(V)  +  2I- M(III)  +  I3-
AH2A  
Figura 4.1.Reacciones red-ox del sistema M(V) / KI /ácido ascórbico, siendo M = 
As(V) o Sb(V). 
 
4.3.3. Control de interferencias 
 La técnica de generación de hidruros ofrece la gran ventaja de 
separar el analito de la matriz por lo que se minimizan las interferencias de 
matriz, sin embargo pueden producirse otro tipo de interferencias durante el 
proceso de generación de hidruros que deben ser controladas. 
 Los mecanismos que intervienen en la generación de hidruros y las 
interferencias que pueden producirse durante la formación del hidruro  y la 
detección han sido discutidas en la bibliografía ampliamente, especialmente 
para el As y Se (Dedina y Tsalev, 1995; Welz y Melcher, 1981; D’Ulivo y 
Dedina, 1995; Pohl y  Zyrnicky, 2001; Nakahara, 1990; Nakahara, 1983; Guo 
et al., 1992). 
Las concentraciones tolerables de As, Sb, Se, Te y Bi oscilan entre 10 a 
100 veces la concentración del analito, mientras que para los metales de 
transición son muy superiores (entre 500 a 10000 veces) (Yamamoto et al., 
1985). 
Los elementos que se encuentran a mayores concentraciones en la leche 
son los metales alcalinos y alcalinotérreos (Ca, K, Mg), que no interfieren en 
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absoluto en la generación de hidruros y los de transición, gracias a la dilución 
que se practica a la muestra están a niveles inferiores a los que se podrían 
producir interferencias. 
Desde los inicios de la técnica de generación de hidruros numerosos 
autores apuntaron que el HNO3 disminuye la señal (Pierce y Brown, 1977;  
Agemian y Thomson, 1980; Melchor, 1978; Maher, 1983; Goulden y 
Brooksbank, 1974); esta interferencia no está causada por el anión NO3- sino 
por los óxidos de nitrógeno que se forman durante la generación del hidruro y 
puede eliminarse con la adición de un reductor suave, como la urea (Voth-
Beach et al., 1986).  
Se observó que los patrones con HNO3 proporcionaban señales 
inferiores debido a que el HNO3 consume parte del NaBH4 y los vapores 
nitrosos que se forman interfieren en la medida. Para solventar esta 
interferencia se incorporó en la metodología clorhidrato de hidroxilamina o 
ácido ascórbico, cuyos efectos son muy positivos en la medida por HG-AFS. 
 En general, las concentraciones encontradas en las muestras diluidas 
son muy inferiores a los niveles de tolerancia, por lo que no se realizaron 
estudios adicionales sobre las interferencias en la determinación de As, Sb, Se 
ni Te. Sin embargo, en el caso del Bi, dado que es un elemento mucho menos 
estudiado sí se realizaron estudios de interferencias, que se recogen en el 
apartado 5.2.1. 
 
4.4. Uso de la multiconmutación en CV-AFS 
Para el análisis de mercurio se aplicaron como tratamientos previos de 
las muestras de leche una variante de la digestión asistida por microondas, sin 
evaporación previa de la muestra y la sonicación  con agua regia. 
Las condiciones experimentales se optimizaron con un tratamiento 
multivariante y se incorporó un sistema multiconmutado en la etapa de medida 
y en el tratamiento en línea de los residuos, aplicando ligeras variantes al 
sistema desarrollado en nuestro grupo de investigación para el análisis de 
mercurio en aguas (Reis et al., 2003). 
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El uso de la multiconmutación repercute en un aumento la 
productividad del laboratorio, aumentando el número de análisis por hora, 
reduce el consumo de reactivos y minimiza la generación de residuos. 
Tiene como inconvenientes que los límites de detección y RSDs son un 
poco más altos que los obtenidos por medida continua.  
 
4.5. Especiación no cromatográfica 
El diferente comportamiento en la generación de hidruros de las 
especies de As, Sb, Se y Te puede aprovecharse para llevar a cabo una 
especiación no cromatográfica, seleccionando adecuadamente los parámetros 
experimentales. 
En el caso del Se y Te, dado que las especies en estado de oxidación VI 
no forman hidruros en absoluto, se opera de la siguiente forma: se mide el 
contenido de M(IV), se procede a la reducción cuantitativa de las especies 
presentes y se determina el M total. El M(VI) se obtiene por diferencia entre el M 
total y el M(IV). 
En el caso del As y Sb es necesario seleccionar tantas  condiciones 
experimentales como especies, y medir patrones y muestras en las diferentes 
condiciones para poder establecer un sistema de ecuaciones independientes, 
así, por ejemplo, para determinar As (III), As (V), MMA y DMA, se miden las 
muestras y patrones en 4 condiciones experimentales diferentes: 1) con HCl 3.5 
mol l-1 y NaBH4 1.2% (m/v), 2) con HCl 2 mol l-1 y NaBH4 1.4% (m/v), 3) con HCl 
4 mol l-1 y NaBH4 1.4% (m/v) y 4) con HCl 3.5 mol l-1, NaBH4 1.2% (m/v)  y 
reductor. De esta forma se obtiene un sistema de ecuaciones que incluye las 
pendientes de los calibrados para cada una de las especies en las distintas 
condiciones, como el siguiente: 
I1 =  a1 + 2070.6[As(III)] + 1209.8[As(V)] + 861.7 [MMA] + 292.5 [DMA] 
I2 =  a2 +  1736.4 [As(III)] + 790.9[As(V)] + 1281.5 [MMA] + 360.1 [DMA] 
I3  = a3 +   1869.4 [As(III)] + 872.1[As(V)] + 727.1[MMA] + 194.5 [DMA] 
I4 = a4 + 2079.6 [As(III)] + 2036.7[As(V)] + 2052[MMA] + 285.7 [DMA] 
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Siendo a1-a4 la ordenada en el origen media en cada condición 
experimental. Su resolución proporciona las concentraciones de las especies de 
interés. 
 
4.5.1. Especiación en leche 
El tratamiento de la leche basado en la sonicación de las muestras abrió 
una nueva vía en los estudios de especiación. Como etapa previa a estos 
estudios se comprobó que el tratamiento con agua regia a temperatura 
ambiente no producía modificaciones en los estados de oxidación originales en 
la muestra. 
La leche tiene una gran capacidad antioxidante gracias a la presencia 
de diversas sustancias, como ascorbato, urato y glutationperoxidasa, que 
previenen la oxidación de las grasas y de sus elementos (Chen et al., 2000, 
2002 y 2003).  
Aunque hay diversos estudios sobre la especiación de Se en leche se 
restringen a la identificación de las especies en distintas fracciones  (Debski et 
al., 1987; Bermejo Barrera et al., 2001). Sólo encontramos un trabajo sobre la 
identificación de los estados de oxidación en leche de vaca (Shimoishi, 1976) en 
el que se encontró el Se(VI) como especie mayoritaria (60% del total). 
Nuestros estudios demostraron la capacidad del sistema para 
determinar As(III), As(V), Sb(III), Sb(V), Se(IV), Se(VI), Te(IV) y Te(VI) en leche. 
Las especies mayoritarias son las de mayor estado de oxidación para el 
As, Sb y Se. Los intervalos de contenidos varían entre e 2.1-8.1 ng g-1 para el 
As(V) y 2.3-8.3 ng g-1 para el Sb(V). El As (III) varía entre 1.44-5.9 ng g-1 y el 
Sb(III), 1.15-4.1 ng g-1. Los contenidos de Se(IV) y Se(VI) varían entre 3.2-9.8  
ng g-1 y 6.9-22.4 ng g-1 respectivamente. El Te (IV), especie mayoritaria, varía 
entre 0.7-6.3 ng g-1 y el Te(VI),  0.4-4.2 ng g-1. 
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4.5.2. Especiación en productos de la pesca 
El desarrollo de procedimientos en línea permite una automatización del 
análisis, muy adecuado para el análisis de rutina. Además, la introducción de 
las muestras en suspensión en un sistema FI-CV-AFS reduce  de forma 
sustancial el tiempo de análisis y evita pérdidas por volatilización. Con esta idea 
en mente se desarrolló un sistema para especiar mercurio en productos de la 
pesca. 
Ahora bien, la sensibilidad y límites de detección del sistema en flujo se 
ven desfavorablemente afectados al tener que usar caudales de muestra y 
reactivos inferiores a los empleados en sistemas discontínuos. 
Aunque en la literatura se pueden encontrar numerosos procedimientos 
cromatográficos  para separar el mercurio orgánico del inorgánico no es fácil su 
uso en análisis de rutina debido a su complejidad y alto coste. Como 
consecuencia, en el control de calidad de los productos pesqueros sólo se 
determina rutinariamente el mercurio total, normalmente por CV-AAS. 
Las especies de mercurio inorgánico y metilmercurio se pueden extraer 
cuantitativamente mediante extracción asistida por ultrasonidos con una mezcla 
de HCl, H2SO4, HNO3 y H2O2, que por sí sola no degrada el mercurio orgánico. 
El tritón se utiliza para homogeneizar la suspensión y facilitar su transporte.  
La determinación del contenido total de mercurio requiere una etapa 
previa que consiga la descomposición de las especies de mercurio orgánicas y 
su reducción cuantitativa a mercurio elemental. El MeHg permanece estable 
incluso al tratarlo con H2SO4 1 mol l-1 y calentando por microondas, sin 
embargo se descompone fácilmente al tratarlo con Br- (Niessen et al., 1999).  
El sulfúrico fue utilizado como principal componente de la mezcla para 
elevar la capacidad oxidante, dado que el HCl por si sólo preserva las especies 
de mercurio (Río Segade y Bendicho, 1998). Los contenidos de mercurio total 
encontrados en muestras reales oscilan entre 0.64-5.5 mg kg-1(peso seco), 
similares a los encontrados por Ubillús et al. (2000). Los mejillones tienen un 
mayor contenido de mercurio, lo que puede deberse a su mayor capacidad de 
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bioacumulación respecto a las otras especies  estudiadas y por ello se utilizan 
como bioindicadores de la contaminación en aguas costeras.  
Para la especiación de mercurio son necesarias dos inyecciones, la 
primera sin inyectar Br- permite la determinación de mercurio inorgánico y la 
segunda, inyectando Br-, para la determinación del mercurio total, obteniendo 
el MeHg por diferencia. 
Realmente se está especiando Hg(II) y mercurio orgánico, pero dado 
que la especie mayoritaria en pescado se sabe que es el MeHg se estima que la 
diferencia entre mercurio total y mercurio libre es MeHg, y este razonamiento se 
constata con el análisis de una muestra certificada. Los contenidos encontrados 
de mercurio inorgánico oscilan entre 0.10-0.58 mg kg-1(peso seco), mientras 
que el MeHg representa entre un 86-95% del mercurio total. 
La extracción cuantitativa de las especies de As es una de las etapas 
críticas en el análisis de especiación, especialmente a partir de matrices sólidas. 
La determinación del contenido total de arsénico en productos de la 
pesca no aporta información adecuada para poder establecer si existen riesgos 
para la salud pública, dado que la arsenobetaína, especie mayoritaria en 
pescados, no es una especie tóxica. Sin embargo, hay pocos estudios sobre la 
determinación del As inorgánico debido posiblemente a las dificultades en el 
desarrollo de un procedimiento sencillo, económico y fiable para la 
cuantificación del mismo. 
En el último trabajo de esta tesis se determinó el contenido de las 
especies toxicológicamente relevantes y más comunes de arsénico: As (III), As 
(V), MMA y DMA y el contenido total de arsénico en muestras de pescado y 
mejillón liofilizado. El procedimiento se basa en la extracción con HNO3, tritón y 
EDTA asistida por ultrasonidos y la determinación secuencial en 4 condiciones 
experimentales diferentes. 
Los contenidos de As inorgánico (especies III + V) oscilan entre 0.21-
0.51 mg kg-1 (peso seco), el MMA 0.49-0.78 mg kg-1 (peso seco) y el DMA 0.51-
1.31 mg kg-1 (peso seco). La suma de las especies tóxicas supone entre un 10-
18% del total de As. 
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5. Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Por muy lentamente que os parezca que pasan las horas, las encontraréis cortas si 
reflexionáis en que nunca han de volver a pasar.”  
   Aldous Huxley 
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Non-chromatographic speciation of toxic arsenic in fish 
 
Patricia Cava-Montesinos, Katja Nilles†, M. Luisa Cervera and Miguel de la 
Guardia* 
Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Valencia, 50 
Dr Moliner Street, 46100 Burjassot, Valencia, Spain. 
 
Abstract 
A rapid, sensitive and economic method has been developed for the direct determination 
of toxic species of arsenic present in fish and mussel samples. As(III), As(V), 
dimethylarsinic acid (DMA), and  monomethylarsonic acid (MMA) were determined by 
hydride generation- atomic fluorescence spectrometry using a series of proportional 
equations without the need of a chromatographic previous separation. The method is 
based on the extraction of arsenic species from fish through sonication with HNO3 3 
mol l-1 and 0.1% (m/v) Triton and  washing of the solid phase with 0.1% (m/v) EDTA,  
followed by direct measurement of the corresponding hydrides  in four different 
experimental conditions. The limit of detection of the method was 0.62 ng g-1 for As(III), 
2.1 ng g-1 for As(V), 1.8 ng g-1 for MMA and 5.4 ng g-1 for DMA, in all cases expressed in 
terms of sample dry weight. The mean relative standard deviation values (RSD) in actual 
sample analysis were: 6.8 % for As(III), 10.3% for As(V), 8.5% for MMA and 7.4% for 
DMA at concentration levels from 0.08 mg Kg-1 As(III) to 1.3 mg Kg-1 DMA.   Recovery 
studies provided percentages greater than 93% for all species in spiked samples. The 
analysis of SRM DORM-2 and CRM 627 certified materials evidenced that the method is 
suitable for the accurate determination of arsenic species in fish. 
Keywords: toxic arsenic, speciation, fish, MMA, DMA, As(V), As(III).
 
*Corresponding author: Tel. and Fax: +34-963544838. E-mail address: 
miguel.delaguardia@uv.es (M. de la Guardia); † Permanent address: University of Mainz, 
Germany. 
 
 
Introduction 
Arsenic is an important element for 
speciation analysis, especially with 
regard to nutritional control. Human 
intake of arsenic occurs mainly via food 
chain, and it is close related to the 
consume of fish. Fortunately, 
arsenobetaine is the major component 
(typically more than 90% present 
arsenic) in fish and it is considered as a 
non-toxic compound. Therefore, the 
determination of total arsenic in a food 
sample does not reflect the level of 
hazard of this element and so, it has 
become necessary to speciate arsenic 
forms in fish products to evaluate the 
potential toxicity [1]. 
 The 50% lethal oral dose (LD50) of 
As(III) is 4.5 mg kg−1 for mice, that of 
arsenate As(V) 14–18 mg kg−1, 
monomethylarsonic acid (MMA) 1200 
mg kg−1 and dimethylarsinic acid 
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(DMA) 1800 mg kg−1 [2], being these 
the main toxic forms of As present in 
fish.  
The PTWI (provisional tolerable 
weekly intake) for inorganic arsenic 
indicated by the Joint FAO/WHO 
Expert Committee on Food Additives is 
0.015 mg kg-1 body  mass/week [3] and  
Ysart et al. demonstrated that more 
than 90% of the total arsenic ingested 
comes from fish. However less than 3% 
of the As in fish is present in the 
inorganic form (arsenite or arsenate) [4]. 
Speciation of arsenic usually involves 
several steps including derivatization, 
separation and detection [5]. Numerous 
analytical techniques have been applied 
involving separation by liquid 
chromatography and detection by 
Inductively Coupled Plasma - Atomic 
Emission Spectrometry (ICP-AES) [6,7], 
Inductively Coupled Plasma - Mass 
Spectrometry (ICP-MS) [8,9],  Hydride 
Generation - Atomic Absorption 
Spectrometry (HG-AAS) [10-14] or 
Hydride Generation - Atomic 
Fluorescence Spectrometry (HG-AFS) 
[15].  
The aim of this work has been to 
develop a selective extraction procedure 
of toxic arsenic for the direct speciation 
of the most commonly occurring 
chemical forms: As (III), As(V), MMA 
and DMA in fish without the need of a 
separation step. The developed 
methodology is based on the HG-AFS 
measurement of samples, previously 
sonicated at room temperature with 
HNO3 and Triton X-114 and analyzed 
in four different experimental 
conditions, which provided a series of 
proportional equations from which the 
concentration of the four toxic As 
considered species can be determined. 
 
Experimental 
Apparatus and reagents 
A PS Analytical Millennium Excalibur 
(Kent, UK) atomic fluorescence 
spectrometer was employed for arsenic 
detection. The system was equipped 
with an As boosted discharge hollow 
cathode lamp from Photron (Victoria, 
Australia), a specific filter,  a solar blind 
and a Perma Pure ® dryer.  
Table 1 summarizes the experimental 
conditions employed for the HG-AFS 
determination of As in fish extracts, 
also indicating the four different 
measurement conditions selected for 
speciation purposes. 
A microwave laboratory system Ethos 
SEL from Millestone (Sorisole, Italy) 
equipped with an optical fiber sensor 
for automatic temperature control, an 
automatic gas detector and ten high 
pressure vessels of 100 ml inner volume, 
operating at a maximum exit power of 
1000 W was employed for microwave-
assisted digestion of samples in order to 
determine total As and total toxic 
arsenic, as a function of the reagents 
employed. 
An ultrasonic water bath from Selecta 
(Barcelona, Spain) of 350 ml volume 
with 50 W power and 50 Hz frequency 
was employed for sample sonication. 
All reagents used were of analytical 
grade and all solutions were prepared in 
nanopure water with a maximum 
resistivity of 18.2 MΩ cm obtained 
from a Milli-Q Millipore system 
(Bedford, MA, USA). 
A 1000 mg l-1 As(V) stock standard was 
supplied by Merck (Darmstadt, 
Germany). An As(III) stock solution of 
1000 mg l-1 was prepared by dissolving 
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As2O3 (Riedel de Häen, Hannover, 
Germany) in 20% (m/v) KOH solution 
from Panreac (Barcelona, Spain), 
neutralising with 20% (v/v) H2SO4 and 
diluting with 1% (v/v) H2SO4. A 1000 
mg l-1 dimethylarsinic acid (DMA) stock 
solution was prepared from 
(CH3)2AsO(ONa)3H2O (Fluka, Buchs, 
Switzerland). A 1000 mg l-1 
monomethylarsonic acid (MMA) 
standard was prepared from 
CH3AsO(ONa)26H2O Carlo Erba 
(Milano, Italy). 
A 1000 mg l-1 stock standard of 
arsenobetaine ((CH3)3As+CH2COO-) 
was prepared from the Fluka salt 
(Buchs, Schwitzerland).  
A 100 mg l-1 diluted standard solutions 
of As(III), As(V), MMA, DMA and 
arsenobetaine were prepared monthly 
and stored in a refrigerator at 4 º C to 
preserve the chemical species. 
For the ultrasound-assisted extraction 
procedure HNO3 3 mol l-1, prepared 
from the 65% (m/v) concentrated acid 
J.T. Baker (Deventer, The 
Netherlands), a solution of the 
disodium salt of 
ethylenediaminotetraacetic acid EDTA 
0.1% (m/v) (Panreac, Barcelona, Spain) 
and a surfactant agent, Triton XT114 
from Feinbiochimica (Heidelberg, 
Germany) were also employed. 
A reducing solution containing 50% 
(w/v) KI (Merck), and 10% (w/v) 
ascorbic acid (Guinama, Valencia, 
Spain) was employed to reduce As (V) 
and MMA to As(III) after the extraction 
step. For total arsenic determination a 
mixture of H2SO4 (Panreac, Barcelona, 
Spain) and HNO3 (J.T. Baker) was used 
and L-cysteine (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Germany) was employed as 
reductant agent. 
Sodium tetrahydroborate from Fluka 
dissolved in 0.1 mol l-1 NaOH, was used 
to form the arsine, previously to make 
the AFS measurements. This solution 
was prepared daily and filtered before 
use. Hydrochloric acid solution was 
prepared from the concentrated HCl 
(Scharlau). 
Argon C-45 (purity > 99.995%) was 
employed as carrier gas and synthetic 
air was used to dry the formed hydride. 
Both were supplied by Carburos 
Metálicos (Barcelona, Spain). 
 
Samples 
Samples of different kinds of fish and 
mussels were purchased at the local 
market. They were cut into pieces with 
a plastic knife and frozen at -30 ºC. 
Afterwards, they were freeze-dried in 
Cryodos system from Telstar 
(Barcelona, Spain) for a minimum of 48 
hours at a chamber pressure of 0.05 
mBar. The dried samples were 
crumbled and pulverized with a mill. 
The resulting fine powder was stored in 
a desecator until analysis. 
 
 
Reference material 
A certified reference material CRM 
DORM-2 (dogfish muscle) was obtained 
from the National Research Council of 
Canada (CNRC), Institute of 
Environmental Chemistry, Ottawa 
(Canada). 
A CRM 627 (tuna fish tissue) was 
obtained from the Institute for 
Reference Materials and Measurements 
(IRMM), Brussels (Belgium). 
 
General Procedures 
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Microwave-assisted digestion 
for total arsenic determination 
0.5 g (±0.0001) powdered sample were 
weighted into a microwave high 
pressure vessel, 5 ml of conc. HNO3 
and 10 ml conc. H2SO4 were added. The 
reactors’ carousel was closed and  placed 
into the microwave cavity. 
The temperature of each sample was 
raised to 180 ºC in 10 minutes and it 
was maintained at this value for a 
period of 10 minutes. Then, the 
temperature was raised to 200 ºC in a 
short period of 5 minutes and it was 
maintained at 200 ºC for 5 minutes. 
Afterwards, the reactor was cooled and 
opened, 0.2 g of l-cysteine suspended in 
15 ml of water were added in order to 
reduce As (V) present in the digestion 
oxidant medium. The mixture was 
taken with 29.2 ml of conc. HCl from 
the reactor and transferred to a 
volumetric flask, in which it was diluted 
to 100 ml. These solutions were heated 
at 100 ºC for one minute before total 
arsenic determination in the 
experimental conditions summarized in 
table 1. 
 
Reference microwave-assisted 
digestion for total toxic arsenic 
determination 
1 g (±0.0001) powdered sample was 
weighted into a microwave high 
pressure vessel and 10 ml of conc. 
HNO3 were added. The program 
temperature used was the recommended 
by the EPA-3051 method [16]. The 
temperature was raised to 175 ºC in 5 
minutes and it was remained at 175 ºC 
for 10 minutes. The reactor was cooled 
and digested solutions treated as 
described in the previous section. 
 
Extraction procedure for toxic 
arsenic speciation 
1 g (±0.0001) portions of fish sample 
were weighted inside centrifuge tubes.  
10 ml of a mixture of HNO3 3 mol l-1 
and Triton XT114 0.1% (v/v) were 
added to each tube and the obtained 
slurries sonicated for 20 minutes. The 
extracts were separated by 
centrifugation at 3500 rpm for 20 
minutes. The solid was washed with 10 
ml of EDTA 0.1% (m/v). The final 
medium was fitted to 2, 3.5 or 4 mol l-1 
HCl. One of the subsamples was 
prepared in a medium containing  HCl 
3.5 mol l-1, KI 1% (m/v) and ascorbic 
acid 0.1% (m/v) and it was left to react 
for 30 minutes before measurement in 
the experimental conditions described 
in table 1. 
 
Results and discussion 
Effect of NaBH4 and HCl on 
the MMA and DMA 
fluorescence signals 
The variation on the atomic 
fluorescence of MMA and DMA with 
the NaBH4 concentration was evaluated 
in the range from 0.5% (m/v) to 1.6% 
(m/v) in 0.1 mol l-1  NaOH medium, 
using standard solutions of 1 ng ml-1 of 
MMA and DMA dissolved in 3.5 mol l-1 
HCl. The remaining parameters (HCl, 
NaBH4, argon and air flows) were 
maintained constant at the best values 
chosen in a previous work for As(III) 
and As(V) determination by HG-AFS 
[17].  
The effect of borohydride 
concentration is clear (see Fig.1). The 
signal rises significantly with the 
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concentration of NaBH4 reaching a 
maximum value for 1.4% (m/v) for 
both MMA and DMA, which 
corresponds to an improvement in the 
efficiency of the hydride generation 
from the methylated species. However 
it is also evidenced from figure 1 that 
the hydride generation yield for MMA 
is of the order of 3.5 times higher than 
that obtained for DMA. 
It was studied the effect of HCl on the 
arsine generation  from MMA and 
DMA (see Fig.2), in the range from 1 to 
5 mol l-1 using NaBH4 1.4% (m/v). An 
increase of the HCl concentration 
produces a decrease of the fluorescence 
signal of MMA and DMA and this 
change is especially dramatic for MMA. 
So, to obtain the best sensitivity for 
HG-AFS determination of  MMA and 
DMA a HCl concentration of 2 mol l-1 
must be selected. On the other hand, 
the use of a 3.5 or 4  mol l-1 HCl 
concentration provides a different 
behaviour between MMA and DMA 
suitable to be employed for speciation. 
 
Selection of the reductant 
agents 
A preliminary study was made on the 
behaviour of As (III), As(V), MMA and 
DMA in the presence of KI and 
ascorbic acid in a 3.5 mol l-1 HCl 
medium. The aforementioned mixture 
proved to be highly efficient for the 
reduction of As(V) and MMA, having 
no effect on DMA. The slopes of the 
calibration equations obtained from 
As(V) and MMA were similar to those 
obtained for As(III) (see table 2). In the 
case of DMA the slope does not change 
due to the addition of the reagents 
mixture. 
However, the use of KI in a 
concentrated H2SO4 (>1.8 mol l-1) and 
HNO3 medium  generates a 
considerable amount of I3-, a brownish 
compound which can not be reduced by 
the ascorbic acid and so, it can interfere 
in the subsequent HG-AFS 
determination.  
In the strong acidic medium employed 
for microwave-assisted sample 
digestion, it is recommended to use l-
cysteine as reducing agent. So it was 
evaluated the effect of l-cysteine from 
0.1 to 0.5% (m/v) in a medium 
containing 10 ml H2SO4 and  5 ml 
HNO3 for a 100 ml final volume, using 
50 ng ml-1 As (V) standards in two 
different reaction conditions: i) at room 
temperature for 30 minutes and ii) at 
100ºC for one minute. As can be seen 
in Fig.3 the reaction at room 
temperature is incomplete, even for 
high concentrations of l-cysteine. 
However the heating of solutions at 
100ºC provides a quantitative reduction 
of As(V) to As(III)  in a short period of 
time (only one minute). 
 
Selection of the extractant 
conditions for the toxic arsenic 
determination 
The digestion with HNO3 is not able to 
decompose the arsenobetaine, as it will 
be stated below; the measurement by 
HG-AFS of the digested samples in this 
way only provides the content of the 
NaBH4 reducible arsenic compounds, 
which includes inorganic arsenic [As 
(III), As(V)], monomethylarsonate 
(MMA),  dimethylarsonate (DMA) and 
trimethylarsine oxide (TMAO) [18]. So, 
this procedure was employed as a 
 170
Resultados 
reference [16] for evaluation of toxic As 
recovery through sonication. 
6 subsamples of 1 g (salmon and mussel) 
were analyzed by HG-AFS after HNO3 
microwave-assisted digestion and 
alternatively after sonication in a water 
bath with 10 ml of different acids and 
Triton XT114 for 20 minutes. The 
extracts were separated by 
centrifugation and the solids were 
washed with a diluted solution of 
EDTA in order to prevent the retention 
of arsenic on the solid phase. The 
obtained recoveries are indicated in 
table 3. 
H2SO4 is able to degrade partially some 
organoarsenical compounds, such as 
arsenocoline or TMAO and, in a minor 
degree, arsenobetaine. So recoveries 
higher than 100 % were obtained when 
this acid was used for sonication. On 
the other hand, HCl and HNO3 
provided quantitative recoveries of 
toxic arsenic, being HNO3 the best 
extractant. 
 
Strategy for speciation of As 
(III), As (V), MMA and DMA 
The basis of the non-chromatographic 
speciation of As through HG-AFS is the 
measurement of standards and samples 
at four different experimental 
conditions which allows us to establish 
a set of linear independent proportional 
equations, being the fluorescence 
intensity obtained in each case 
proportional to the concentration of 
the four species present in each 
solution: 
I(A) = ma [As(III)] + na [As(V)] + pa 
[MMA] + qa [DMA] 
I(B) = mb [As(III)] + nb [As(V)] + pb 
[MMA] + qb [DMA] 
I(C) = mc [As(III)] + nc [As(V)] + pc 
[MMA] + qc [DMA] 
I(D) = md [As(III)] + nd [As(V)] + pd 
[MMA] + qd [DMA] 
The conditions chosen (A, B, C and D) 
are summarized in table 1. Condition A 
represents a maximum signal for MMA 
and DMA, while in condition C the 
maximum sensitivity is achieved for 
As(III) and As(V). Condition B 
represents an intermediate behaviour of 
the species and finally, in condition D a 
mixture of KI/ascorbic acid was added 
in order to reduce As(V) and MMA to 
As(III). 
The corresponding mi, ni, pi and qi 
coefficients correspond to the slope of 
the calibration lines obtained, for each 
compound in each experimental 
condition, from a series of pure 
standards and, as it can be seen in table 
2, these calibration lines involve 
different limit of detection values for 
each species.  
 
Determination of total arsenic 
content 
Arsenobetaine shows an extraordinary 
chemical stability and does not react at 
all with NaBH4 to form the 
corresponding  hydride. So it is not 
possible to determine this specie by 
HG-AFS without a previous 
degradation step. 
The most usual techniques employed to 
break down arsenobetaine are UV-
photooxidation [5, 7, 12], microwave-
assisted digestion [14, 15] and dry-ashing 
[19] and it has been reported in recent 
studies the problems found to assure the 
complete mineralization of samples [20, 
21]. 
Standard solutions containing from 5 to 
10 mg l-1 arsenic as arsenobetaine were 
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placed in the digestion vessel of the 
microwave oven and different digestion 
procedures, summarized in table 4, were 
applied. 
When only HNO3 was used 
arsenobetaine does not decompose at 
relatively low temperatures (180 ºC) 
and even at high temperatures (240 ºC) 
poor recoveries were found. Schramel 
et al. [22] reported poor recoveries at 
the maximum attainable temperature 
(270 ºC). This fact could be exploited in 
order to determine the partial content 
of arsenic, without consider 
arsenobetaine and other organoarsenic 
compounds. 
The use of potassium peroxodisulfate, 
widely employed for the UV-
photooxidation of organoarsenic 
compounds, is not effective in 
microwave-assisted digestion and the 
use of sodium peroxodisulfate, which 
has a higher solubility than K2S2O8, and 
thus can be used at a concentration of 
60% (m/v), only provided acceptable 
recoveries when it was combined with 
NaF.  
The use of H2SO4 combined with 
HNO3 in a 1:1 proportion and using a 
soft temperature program, provided 
similar recoveries than those obtained 
with Na2S2O8. So, a method involving 
the use of HNO3: H2SO4  in a 1:2 
proportion was selected to obtain 
quantitative recoveries of the As from 
arsenobetaine (98 ± 2 %). 
 
Determination of toxic As 
species in actual fish samples 
The concentration levels of As(III), 
As(V), MMA and DMA were evaluated 
in lyophilized samples of sardine, 
anchovy, salmon and mussel by using 
the developed procedure (see table 5). 
Also, the total toxic arsenic and total 
arsenic were evaluated after microwave-
assisted digestion with HNO3 and 
HNO3-H2SO4 respectively. The sum of 
potential toxic species of arsenic 
represents a 9.6% in sardine, a 12.7% in 
anchovy, a 18.3% in salmon and a 12.9 
% in mussel. Considering the toxic 
species, DMA is the predominant specie 
in fish samples (it supposes a 5.4% in 
sardine, a 6.9% in anchovy and a 9.7% 
in salmon). This relatively high content 
of DMA could be due to the 
bioconversion of arsenite and arsenate 
to the methylated species 
(methylarsonic acid and mainly 
dimethylarsinic acid). 
 
 
Analytical figures of merit 
The limit of detection values were 
calculated by dividing three times the 
standard deviation of the fluorescence 
signal of ten reagent blanks by the slope 
of the calibration line, in the best 
experimental conditions, for each 
arsenic specie. The limit of detection 
was also established for the samples, 
taking into account the sample mass 
and dilution factor involved in the 
methodology (table 2). The lowest 
LOD corresponds to As(III) (0.62 ng g-
1); As(V) and MMA have a similar LOD 
of 2.1 ng g-1 and 1.8  ng g-1 respectively, 
whereas DMA gives the highest LOD, 
5.4 ng g-1 due to its low sensitivity in 
comparison to the other arsenic species. 
The precision of the method, expressed 
as the relative standard deviation 
evaluated from 4 replicate analysis of 
actual fish products like sardine, 
anchovy, salmon and mussel (see table 
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5), corresponds to average RSD values 
from 7.1 and 7.4% for MMA and DMA 
to 8.9 % for As(III) and 11.4% for 
As(V). 
 
 
Validation of the 
methodology 
A 6 subsamples of a lyophilized sardine 
tissue (1 g) were spiked before treatment 
with a similar content of each arsenic 
species than those values obtained: 0.1 
mg kg-1 for As(III), 0.15 mg kg-1 for 
As(V), 0.5 mg kg-1 and 0.9 mg kg-1 for 
MMA and DMA respectively and 10 
mg kg-1 of arsenobetaine. 
Quantitative recoveries were obtained 
for As(III) (97±3%), As(V) (102±5%), 
MMA (106±4%) and DMA (93±6%). 
These values evidence the excellent 
performance of the method for toxic 
arsenic species determination, while 
arsenobetaine was not detected and it 
did not interfere in the determination of 
the rest of species. 
The comparison between the sum of 
toxic species determined by the 
proposed procedure and the toxic As 
determined by the EPA procedure [16] 
(see data in table 5) evidences the good 
comparability of both procedures for 
the four samples analyzed, which 
provides a regression line y =0.2±0.3 + 
(0.9±0.2)x, being y and x data found by 
the developed and the reference method 
respectively, which indicates a statistical 
comparability of a and b with 0 and 1 
respectively and a regression coefficient 
of 0.96. 
The total content of arsenic and the 
concentrations of As (III), As(V), MMA 
and DMA were determined by the 
proposed methodologies, after 
microwave-assisted digestion for total 
As or after sonication and measurement 
in four different experimental 
conditions for speciation, in two 
reference materials: a SRM DORM-2  
and a CRM 627. Results obtained are 
shown in table 6, with an estimation of 
the arsenobetaine content and, as it can 
be seen, the concentrations obtained are 
of the same order than some of data 
reported in the literature for the same 
sample and by using HPLC - atomic 
spectrometry hyphenated procedures. 
 
Conclusions 
From the studies carried out it can be 
concluded that the methodology 
developed provides good recoveries and 
comparable results with those methods 
established for both, the total toxic As 
concentration and the chromatographic 
speciation. 
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Table 1. Experimental conditions employed for the determination of 
arsenic in fish extracts by HG-AFS. 
 
Parameter Value 
Wavelength /nm 197.3 
Measurement mode Peak height 
Measurement conditions  HCl/mol l-1
A  
B 
C and D*  
 
2 
4 
3.5 
Measurement conditions NaBH4 / % (m/v) 
A 
B 
C and D* 
 
1.4 
1.4 
1.2 
Argon flow rate /ml min-1 330 
Air flow rate /l min-1 2.5 
Sample and HCl flow rate /ml min-1 9 
NaBH4 flow rate/ ml min-1 4.5 
Reaction coil length /cm 150 
 
Notes: Measurement conditions A, B and C correspond to different HCl and NaBH4 
concentrations for which different relative signals were found for As(III), As(V), MMA 
and DMA. *In the D condition samples were previously treated with 1% (m/v) KI and 
0.1% (m/v) ascorbic acid to produce a previous reduction of As(V) species. 
 
 
 
 175
Resultados 
                     
 176
Resultados 
 177
Resultados 
 
 178
Resultados 
 
 179
Resultados 
 180
Resultados 
 
 181
Resultados 
 182
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“…La vida es sólo un vistazo momentáneo de las maravillas de este asombroso 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. Se ha desarrollado una metodología analítica para la determinación de As, 
Sb, Se, Te y Bi  en muestras de leche mediante espectrometría de fluorescencia 
atómica por generación de hidruros (HG-AFS) previa digestión por microondas. 
El procedimiento se ha validado mediante estudios de recuperaciones, 
comparación con un método de referencia por vía seca y se han determinado 
sus características analíticas: límites de detección, sensibilidad, precisión y 
exactitud. Además, estos métodos han proporcionado resultados validados del 
contenido de ultratrazas de As, Sb, Se, Te y Bi en muestras de leche de consumo 
del mercado español. 
2. Se ha desarrollado un nuevo procedimiento como alternativa a la digestión 
total de las muestras asistida por microondas, basado en la sonicación a 
temperatura ambiente con agua regia y antiespumante de las muestras para la 
determinacion de As, Sb en una alícuota y Se, Te y Bi en una segunda alícuota 
de muestras de leche, confirmando la validez de las caraterísticas analíticas de 
estos procedimientos para el análisis de muestras. 
3. Se ha acoplado un sistema por multiconmutación para la determinación de 
Hg por CV-AFS en leche usando suspensiones.  El sistema desarrollado permite 
una mecanización fácil en la etapa de introducción de muestra y de medida, 
una simplificación del equipo instrumental, la recirculación de muestras y 
patrones reduciendo drásticamente su consumo y ofreciendo a su vez una vía 
sensible y exacta para la determinación de este elemento en leche. 
 
4. Se ha generalizado la sonicación con agua regia a temperatura ambiente 
para la determinación del contenido total de 45 elementos en leche por ICP-MS 
(Li, Al, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Y, Mo, Ag, Cd, In, Sn, U, 
Sb, Te, Cs, Ba, Hg, Pb, Bi, Th, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, 
Lu, Hf y Ta) y se ha comparado con otras dos metodologías analíticas 
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previamente propuestas en la bibliografía basadas en la digestión asistida por 
microondas, y  el análisis directo por  dilución 1:4 de las muestras. 
 
 
5. Se ha desarrollado una nueva estrategia para la especiación de As y Sb en 
sus estados de oxidación III y V en muestras de leche . Esta estrategia se basa 
en la lixiviación a temperatura ambiente utilizando agua regia y antiespumante 
como agente extractante y el análisis secuencial de los extractos directamente y 
previa reducción con KI. 
Se ha confirmado mediante estudios de recuperación en muestras 
reales, a las que se les añadían las especies en estado III, V y mezclas, que las 
distintas especies no se modifican por el tratamiento con agua regia. También 
se han comparado la suma de las especies obtenidas por HG-AFS con las 
obtenidas por ICP-MS tras la digestión asistida por microondas. 
Las especies mayoritarias fueron el As (V) y Sb (V) con intervalos de 
contenidos de entre 2.1-8.1 ng g-1 y 2.3-8.3 ng g-1 respectivamente. El As (III) 
varía entre 1.44-5.9 ng g-1 y el Sb (III), 1.15-4.1 ng g-1. 
Características analíticas del método desarrollado: límites de detección, 
As(III) (0.2 ng g-1), As(V) (0.3 ng g-1), Sb(III) (0.13 ng g-1), Sb(V) (0.2 ng g-1); 
precisiones, As(III) (5.7%), As(V) (5.5%), Sb(III) (8.2%), Sb(V) (4.7%);  
sensibilidades, As(III) (2205 UF/ ng ml-1), As(V) (1237 UF/ ng ml-1), Sb(III) (2694 
UF/ ng ml-1), Sb(V) (1793 UF/ ng ml-1) y recuperaciones, especies de As (96-
103%), especies de Sb (96-104 %).  
 
 
6. Se ha desarrollado un procedimiento rápido y sensible para el análisis de las 
especies de Se(IV), Se(VI), Te(IV) y Te(VI) basado en la extracción asistida por 
ultrasonidos y el análisis secuencial de las suspensiones directamente y tras la 
adición de KBr. De esta forma se determina primero el Se(IV) y Te(IV) libre  y 
después el  Se y Te total, obteniendo  el Se(VI) y Te(VI) por diferencia. 
Este método proporciona mejores límites de detección que sistemas que 
incluyen un acoplamiento entre cromatografía HPLC y HG-AFS o ICP-MS gracias 
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a la ausencia de dispersión en el método no cromatográfico. Los métodos 
cromatográficos utilizados en la especiación de selenio aportan límites de 
detección de entre 10-50 µg l-1por CZE-ICP-MS (Michalke y Schramel, 1998) y 
16-96  µg l-1 por HPLC-HG-AFS (Ipolyi et al., 2001), demasiado elevados para 
el análisis de leche. 
 
7. El tratamiento en línea de los residuos contribuye al desarrollo de métodos 
analíticos medioambientalmente más sostenibles y así, con la confluencia de 
una disolución de Fe(III) con los residuos, se consigue reducir la producción de 
residuos tóxicos de 1 l a tan sólo 5 g. 
 
8. La presente tesis aporta datos sobre los contenidos de Li, Al, Ti, V, Cr, Mn, Fe, 
Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Y, Mo, Ag, Cd, In, Sn, U, Sb, Te, Cs, Ba, Hg, Pb, 
Bi, Th, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Hf y Ta  en leche, así 
como de las especies de As, Sb, Se y Te en productos lácteos y de las especies 
de As y Hg en productos de la pesca, que pueden servir de base a futuros 
estudios nutricionales, toxicológicos y en el desarrollo de una normativa sobre 
el control de calidad de estos alimentos de gran consumo. 
Los contenidos obtenidos para los elementos en estudio en leche están 
por debajo de los límites establecidos en la legislación actual. Además los 
elementos tóxicos se encuentran a niveles de ultratrazas por lo que se garantiza 
la ausencia de riesgos en el consumo de leche. Si bien se ha observado un 
aumento de la concentración de As en leche en 10 años (los niveles 
encontrados por Cervera et al., 1994 oscilaban entre 0.14-0.77 ng g-1), así 
como una proporción de As:Sb en leche de aproximadamente 1:1, diferente a 
la que se da  en la corteza terrestre (10:1), posiblemente debido al aumento de 
la concentración de Sb en las zonas urbanas por las emisiones del tráfico 
rodado. 
 
9. Se ha desarrollado una metodología analítica para la determinación de Hg(II) 
y mercurio orgánico (fundamentalmente MeHg) en pescados basada en la 
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lixiviación cuantitativa con una mezcla ácida de HCl, H2SO4, HNO3 y H2O2, 
sonicación y determinación del Hg(II) y del Hg total previa degradación del Hg 
orgánico. 
El MeHg es la especie mayoritaria, supone entre un 86-95% del total 
según el tipo de pescado. Los contenidos de MeHg oscilan entre 0.64-5.5 mg 
kg-1 (peso seco) y el Hg(II) entre 0.10-0.58 mg kg-1 (peso seco). 
 
10. Se ha desarrollado un procedimiento para la extracción y determinación de 
las principales especies tóxicas de As [As(III), As(V), MMA y DMA] en muestras de 
pescado liofilizado, basado en la determinación secuencial en 4 condiciones 
experimentales diferentes. Los contenidos de As inorgánico (III + V) oscilan 
entre 0.21-0.51 mg kg-1 (peso seco), el MMA 0.49-0.78 mg kg-1 (peso seco) y el 
DMA 0.51-1.31 mg kg-1 (peso seco). La suma de las especies “tóxicas” supone 
entre un 10-18% del total de As. Considerando un consumo medio de pescado 
de 100 g/día, con un contenido medio de As inorgánico de  0.17 mg kg-1 (peso 
seco), que suponiendo un 80% de agua corresponde a 0.034 mg kg-1 (peso 
fresco), sólo supone un 2.3% del PTDI (fijado en 2.1 µg As inorgánico/kg masa 
corporal /día) para una persona de 70 kg. 
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8. Fe de erratas 
 
Fe de erratas 
8. FE DE ERRATAS 
En esta sección se recogen algunos errores detectados en los trabajos 
publicados, que pueden consultarse en la sección 5-Resultados de esta tesis 
doctoral. 
 
Talanta 2003, 60, 787-799. 
p. 796. Apartado 3.8. “Procedures for digestion of milk samples” 
Referencia 32 debe poner 31 
p. 796. Apartado 3.9. “Effectiveness of HNO3-H2O2 digestion of milk” 
Referencia 29 debe poner 32 
 
Anal. Chim. Acta 2003, 481, 291-300. 
p. 291. Abstract. Las concentraciones de Se y Te deben ser ng g-1 en lugar de ng 
ml-1. 
 
J. AOAC Int. 2003, 86, 815-821. 
p. 815. Abstract. El intervalo de concentraciones de Bi en la frase “Bi at a 
concentration of 11.8-28.8 ng/g” debe ser “Bi at a concentration of 11.8-28.4 
ng/g”. 
 
Anal. Chim. Acta 2004, 506, 145-153. 
p. 148. En la tabla 1 la longitud de onda debe ser 254 nm en lugar de 354 nm. 
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